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ABSTRAKT  
Předložená bakalářská práce se zabývá produkcí polyhydroxyalkanoátů (PHA) bakterií 
Ralstonia eutropha. Ke snížení nákladů na vstupní surovinu byla studována produkce PHA 
s využitím různých typů substrátů. V teoretické části byla zpracována literární rešerše 
zabývající se nejdůležitějšími typy PHA, produkčními kmeny a možností kultivace bakterie 
Ralstonia eutropha na různých typech nutričních zdrojů. V praktické části byla studována 
produkce PHA na různých rostlinných olejích, včetně využití odpadních olejů z různých 
zdrojů (restaurace, domácnosti, potravinářské podniky). Dále byla v těchto olejích studována 
inkorporace prekurzorů za účelem řízené produkce kopolymerů. Nejvyšších výtěžků poly-3-
hydroxybutyrátu (P3HB) bylo dosaženo použitím odpadních olejů. Z ekonomických a 
ekologických důvodů jsou tyto oleje velmi vhodným substrátem. Při použití odpadního 
řepkového oleje z menzy o koncentraci 20 g/l bylo v 84. hodině kultivace získáno  13,32 g/l 
biomasy s obsahem P3HB 58,63%. Při studiu inkorporace prekurzorů bylo nejvyšších 
výtěžků dosaženo aplikací 1% propanolu ve 24. hodině, kdy došlo k navýšení výtěžku PHA o 
97 %. Vniklý PHA obsahoval 91% 3HB a 9 % 3-hydroxyvalerátu. 
 
ABSTRACT 
This bachelor’s thesis deals with production of polyhydroxyalkanoates (PHA) by bacterial 
strain Ralstonia eutropha. Production of PHA on different substrates has been studied to 
lower the costs of feedstock. In theoretical part the review has been done about the most 
important types of PHA, production strains and possibilities of cultivation of Ralstonia 
eutropha using different substrates. In practical part there has been studied production of PHA 
on different vegetable oils, including waste oils from different sources (restaurants, homes, 
food companies). Incorporation of different precursors for copolymer production control was 
studied too. The highest yields of poly-3-hydroxybutyrate (P3HB) have been achieved using 
waste oils. For economical and ecological reasons these oils are very suitable substrates. 
Using concentration 20 g/l of waste rapeseed oil from university canteen there has been 
produced 13,32 g/l of biomass containing 58,63% of P3HB in 84th hour of cultivation. The 
highest yield of PHA in precursors study has been achieved applying 1% propanol in 24th 
hour of cultivation. The PHA increase has been 97%. This PHA was composed from 91% of 
3HB and 9% of 3-hydroxyvalerate. 
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2 ÚVOD 
Polymery jsou materiály používané člověkem v celé řadě odvětví již několik desítek let. 
Syntetické polymery (nylon, polyethylen, polyuretan) velmi přispěly ke zkvalitnění našeho 
života, ale přinesly i několik závažných problémů.  Prvním problémem je to, že syntetické 
polymery jsou vyráběny z neobnovitelných zdrojů. Druhý problém spočívá ve znečištění 
životního prostředí díky nerozložitelnosti těchto polymerů. Akumulace syntetických 
polymerů v životním prostředí představuje vážný celosvětový ekologický problém. 
V rozvinutých zemích je recyklováno pouze 16-20% polyolefinů (polyethylen a 
polypropylen) a většina z nich končí na skládkách. Asi 40% veškerých plastů je vyráběno 
jako obalový materiál, jenž. má výborné fyzikální vlastnosti, ale vyvstává problém s likvidací 
tohoto materiálu jako odpadu [1].  
V současné době existuje několik řešení situace týkající se likvidace odpadů typu 
organických plastů. Plasty můžeme například ukládat na skládkách, tepelně rozkládat nebo 
spalovat. Tato řešení však nejsou příliš příznivá k životnímu prostředí, mimo jiné proto, že 
doba rozkladu polypropylenu a polyethylenu je velmi dlouhá. Dalším řešením je recyklace 
plastů. Recyklace však vyžaduje nemalé množství práce a vstup energií. Při recyklaci jsou 
plasty separovány od ostatního odpadu (jednotlivé typy plastů je nutné také separovat). 
Plastový odpad je dále promýván vodou, vysušen a rozmělněn. Teprve poté je tato drť použita 
k výrobě nových výrobků. Recyklace plastů je však pouze dočasným řešením, protože i 
recyklované plasty nakonec skončí na skládce, nebo musí být spáleny [2].  
Alternativním řešením problému s plastovým odpadem je příprava nových, rozložitelných 
plastů, jež minimálně nebo vůbec nezatěžují životní prostředí. Tyto plasty jsou vyráběny 
z přírodních obnovitelných zdrojů, jako jsou škrob, celulosa a rostlinný olej.  
Polyhydroxyalkanoáty (PHA) jsou velkou skupinou rozložitelných plastů produkovaných 
mikroorganismy. Mechanické vlastnosti PHA jsou velmi podobné polyolefinům. Ve vhodném 
prostředí jsou však rozloženy během několika měsíců. Možné aplikace nacházejí PHA 
v potravinářství, lékařství a zemědělství. Nevýhodou těchto plastů je jejich cena, která je 
mnohem vyšší než u tradičních plastů, což brání jejich širšímu využití [3]. 
Asi 40% celkové ceny plastu vyrobeného z PHA tvoří vstupní surovina [4]. Cílem práce 
tedy bylo prozkoumat produkci PHA bakterií Ralstonia eutropha s využitím různých typů 
substrátů včetně substrátů odpadních. Výroba PHA s využitím levných substrátů by 
v konečném důsledku vedla ke snížení ceny konečného produktu a tím k podstatnému zvýšení 
konkurenceschopnosti těchto materiálů. 
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3 TEORETICKÁ ČÁST 
3.1 Polyhydroxyalkanoáty (PHA) 
PHA jsou skupina polyesterů produkovaných mikroorganismy. Vlastnosti těchto 
polyesterů jsou velmi podobné některým termoplastům. Nejvýznamnější vlastností PHA je 
však jejich rozložitelnost, což je činí objektem zájmu dnešních technologií. V buňkách se 
PHA vyskytují ve formě cytoplazmatických inkluzí. Tyto inkluze mají velikost 0,2-0,5 µm. 
Velikost a počet granulí závisí na druhu bakterie. Granule se skládají z PHA, proteinů a 
lipidů. Povrch granule je tvořen vrstvou fosfolipidů s proteiny. Polymer se nachází uprostřed 
granule. [5]. 
 
Obr. 1: Struktura PHA granule [5]. 
3.1.1 Historie 
Vůbec první objevený PHA byl poly(R-3-hydroxybutyrát) (P3HB), který byl objeven 
v roce 1926 Lemoignem, jenž izoloval a charakterizoval P3HB z bakterie Bacillus 
megaterium [6]. Od té doby byl P3HB nalezen ve velkém množství mikroorganismů: zejména 
v grampozitivních i gramnegativních bakteriích a archebakteriích [7]. V roce 1958 zjistili 
Wilkinson a Macrae, že bakterie ukládají P3HB pokud médium obsahuje přebytek uhlíku a 
nedostatek dusíku [8]. Z toho také usoudili, že bakterie produkují P3HB jako intracelulární 
zásobní látku. Když v roce 1973 vypukla ropná krize, která způsobila zvýšení cen ropy, začali 
vědci hledat alternativní zdroje pro výrobu plastů [3]. P3HB jako jedna z alternativ pro 
náhradu některých tradičních plastů byla v roce 1976 navržena společností Imperial Chemical 
Industries (ICI Ltd., UK). Společnost vyvinula kopolymer poly(3-hydroxybutyrát-co-3-
hydroxyvalerát) (P(3HB-co-3HV)), který je na trhu znám pod názvem Biopol™. Nevýhodou 
tohoto kopolymeru byla cena, která byla mnohem vyšší než u tradičních plastů. V roce 1996 
použila německá firma Wella Biopol™ jako materiál na výrobu láhví pro své šampony. 
V roce 1996 zakoupila práva na výrobu Biopolu™ americká firma Monsanto, která využívala 
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k výrobě P3HB transgenní rostliny a tím snížila cenu konečného produktu [9]. V současnosti 
jsou PHA vyráběny firmou Metabolix pod názvem Mirel™. Produkty nacházejí uplatnění 
například v zemědělství, kde se využívá jejich rozložitelnosti při aplikaci hnojiv[10]. 
3.1.2 Typy PHA 
Mikroorganismy mohou syntetizovat různé typy PHA podle toho, jaký použijeme zdroj 
uhlíku a jakými biochemickými cestami organismus PHA vyrábí.  Podle počtu uhlíků, které 
monomer obsahuje, dělíme PHA na SCL (short-chain-lenght) obsahující 3-5 atomů uhlíku 
v monomeru PHA (PHA s krátkým řetězcem) a MCL (medium-chain-lenght) PHA (PHA se 
středním řetězcem), které mají v molekule monomeru 6-14 atomů uhlíku [11]. Obecné 
schéma PHA je na obr. 2 [9]. 
 
Obr. 2: Obecné schéma PHA [4]. 
 
Monomerní jednotky jsou u PHA v R-konformaci, což je způsobeno stereospecifitou 
syntetických enzymů. Molekulová hmotnost PHA se pohybuje od 2 x 105 do 3 x 106, velikost 
polymeru závisí na typu použitého organismu a podmínkách kultivace [12]. 
3.1.2.1  Poly(R-3-hydroxybutyrát) 
Mezi nejznámější SCL PHA patří P3HB, který obsahuje 4 uhlíky. Obecné schéma P3HB 
je na obr. 3 [12]. 
 
Obr. 3: Obecné schéma P3HB [12]. 
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 P3HB je v přírodě velmi rozšířený. V posledních letech byl nalezen jako 
nízkomolekulární oligomer (120-200 monomerů, 12 000 Da) v celé řadě mikroorganismů, 
rostlin, živočichů a dokonce i u člověka [13]. Nízkomolekulární P3HB tvoří v organismech 
komplex s polyfosfáty a slouží jako iontový přenašeč v membráně buňky [14].  
Vysokomolekulární P3HB (200 000 až 3 000 000 Da) byl nalezen především u prokaryot, kde 
slouží jako zásobní zdroj energie a uhlíku. Vysokomolekulární P3HB je v buňkách uložen 
jako nerozpustná inkluze [12]. Ultravysokomolekulární P3HB (> 3 000 000 Da) byl připraven 
pomocí rekombinantní Escherichia coli kultivované ve specifických podmínkách [15].  
Vysokomolekulární P3HB je lineární polyester. Krystaličnost tohoto polymeru je 55-80% 
a bod tání je okolo 180°C. Fyzikální vlastnosti P3HB jsou velmi blízké polypropylenu (PP), 
avšak v porovnání s ním je P3HB mnohem tvrdší a křehčí a také termicky nestabilní [16]. 
Křehkost P3HB je způsobena právě výskytem velkého množství krystalických center 
v materiálu. Z těchto důvodů je využití P3HB průmyslově silně omezeno. 
Ultravysokomolekulární P3HB má oproti vysokomolekulárnímu P3HB lepší fyzikální 
vlastnosti, jeho použití je však ve stádiu výzkumu [17]. 
3.1.2.2  Poly(3-hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerát) 
K velkému zlepšení vlastností P3HB došlo přidáním monomeru 3-hydroxyvalerátu (3HV) 
do struktury 3-hydroxybutyrátu (3HB). Vnikl tak kopolymer poly(3-hydroxybutyrát-co-3-
hydroxyvalerát) (P(3HB-co-3HV)). Dříve se předpokládalo, že mikroorganismy jsou schopny 
pouze syntézy P3HB. Důvodem tohoto předpokladu bylo velké rozšíření P3HB v přírodě 
[12]. Dnes už víme, že P3HB je pouze jeden z celé řady PHA, které jsou mikroorganismy 
schopny syntetizovat. Schéma kopolymeru P(3HB-co-3HV) je na obr 4 [12]. 
 
Obr. 4: Obecné schéma P(3HB-co-3HV) [11]. 
 
Jak už bylo zmíněno výše, byl uvedený kopolymer poprvé připraven společností Imperial 
Chemical Industries [9]. Při přípravě kopolymeru byla použita bakterie Ralstonia eutropha 
(nyní Cupriavidus necator), která rostla na glukose. K médiu byla přidávána kyselina 
propanová, která způsobila začleňování 3HV do struktury polymeru [18]. V takto 
připraveném kopolymeru je distribuce 3HB a 3HV náhodná [19].  
Nejjednodušším způsobem kontroly obsahu 3HV v kopolymeru je sledování koncentrace 
zdroje uhlíku vytvářející 3HV jednotky.  V tab. 1 je ukázáno, jak se mění složení kopolymeru 
v závislosti na koncentraci jednotlivých zdrojů uhlíku pro bakterii Ralstonia eutropha [20]. 
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Tab. 1: Produkce P(3HB-co-3HV) pomocí Ralstonia eutrophaa [20] 
Zdroj uhlíku (g/l) 
Biomasa (g/l) 
Množství 
PHAb 
(hmot.%) 
Složení PHAc (mol%) 
kyselina 
butanová 
kyselina 
valerová 3HB 3HV 
20 0 7 48 100 0 
15 5 8 55 85 15 
8 12 6 37 70 30 
6 14 6 48 55 45 
2 18 6 43 40 60 
0 20 7 46 15 85 
a Bakterie Ralstonia eutropha byla kultivována 24 h v nutričně bohatém médiu a poté byla 
přenesena do média bez dusíku a obsahující výše zmíněný zdroj uhlíku 
b
 Obsah PHA byl stanoven po 48 h v médiu bez dusíku 
c
 Složení bylo stanoveno pomocí protonové nukleární magnetické rezonance (1H NMR) 
3.1.2.3  Poly(3-hydroxybutyrát-co4-hydroxybutyrát) (P(3HB-co-4HB)) 
P(3HB-co-4HB) je dalším typem kopolymeru s fyzikálními vlastnostmi lepšími než 
P3HB. Podobně jako 3HB byl také minoritní 4-hydroxybutyrát (4HB) nalezen v metabolismu 
savců. 4HB byl nalezen v mozku krys, holubů a člověka [21]. Kopolymer má náhodnou 
distribuci 3HB a 4HB [22]. Obecné schéma je uvedeno na obr. 5 [12].  
 
Obr. 5: Obecné schéma P(3HB-co-4HB) [12].  
 
Jako zdroje uhlíku, kdy se akumuluje 4HB byly úspěšně použity následující látky: 4-
chlorobutanolová kyselina, butan-1,4-diol, hexan-1,6-diol, oktan-1,8-diol, dekan-1,10-diol a 
dodekan-1,12-diol [23].  
Zvyšováním obsahu 4HB v kopolymeru se snižuje jeho krystaličnost a kopolymer se stává 
více elastickým [24]. Elastičnost kopolymeru roste s obsahem 4HB až do 70 mol% (mol% je 
molární zlomek násobený 100) 4HB. Při dalším zvyšování obsahu 4HB v kopolymeru 
elastičnost opět klesá [25]. Podobně také enzymová rozložitelnost kopolymeru roste 
s obsahem 4HB až do 70 mol% 4HB. Při dalším zvyšování 4HB enzymová rozložitelnost 
klesá [26]. V tab. 2 je ukázáno, jak se mění složení kopolymeru v závislosti na koncentraci 
jednotlivých zdrojů uhlíku pro bakterii Ralstonia eutropha [20]. 
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Tab. 2: Produkce P(3HB-co-4HB) pomocí Ralstonia eutropha [20] 
Zdroj uhlíku (g/l) Biomasa 
(g/l) 
Množství 
PHA 
(hmot.%) 
Složení PHA (mol%) 
kyselina 3-
hydroxybutanová 
kyselina 4-
hydroxybutanová 3HB 4HB 
20 0 10 51 100 0 
12 6,4 8 52 90 10 
8 9,6 7 43 82 18 
0 20 5 16 67 33 
a Bakterie Ralstonia eutropha byla kultivována 24 h v nutričně bohatém médiu a poté byla 
přenesena do média bez dusíku a obsahující výše zmíněný zdroj uhlíku 
b
 Obsah PHA byl stanoven po 48 h v médiu bez dusíku 
c
 Složení bylo stanoveno pomocí 1H NMR 
3.1.2.4  Méně obvyklé PHA 
Kromě obvyklých PHA popsaných výše bylo identifikováno celkem asi 150 různých 
druhů PHA [27]. Mnoho neobvyklých PHA bylo připraveno za použití specifických 
prekurzorů sloužících jako zdroj uhlíku.  Mezi zajímavé PHA mohou být zařazeny PHA 
obsahující síru. Poly(3-hydroxybutyrát-co-3-merkaptopropionát) (P(3HB-co-3MP)) byl 
připraven pomocí bakterie Ralstonia eutropha, kdy byla do média přidána jako prekurzor 
kyselina 3-merkaptopropanová.  Takto připravený P(3HB-co-3MP) obsahoval místo klasické 
esterové vazby vazbu thioesterovou [28]. 
3.1.3 Srovnání jednotlivých typů PHA 
Fyzikální vlastnosti výše zmíněných PHA v porovnání s PP jsou zahrnuty v tab. 3 [7,29] 
 
Tab.3: Srovnání fyzikálních vlastností PHA a PP [7,29] 
Polymer Teplota tání (°C) 
Pevnost v tahu 
(MPa) 
Pružnost v tahu 
(GPa) Roztažnost (%) 
P3HB 179 40 3,5 3,0 
P(3HB-co-3HV) 
90:10 150 25 1,2 20 
P(3HB-co-3HV) 
80:20 135 20 0,8 100 
P4HB 53 104 149 1000 
P(3HB-co-4HB) 
90:10 159 24 - 242 
P(3HB-co-4HB) 
10:90 50 65 100 1080 
PP 170 34,5 1,7 400 
 
Z tabulky vyplívá, že vlastnosti P3HB jsou velmi blízké PP. Nevýhodou je velmi nízká 
roztažnost P3HB (3%), která je proti PP (400%) velmi malá. Teplota rozkladu P3HB je kolem 
200°C, což znesnadňuje jeho tepelné zpracování [16].  
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Roztažnost materiálu je značně zlepšena zabudováním 3HV do struktury P3HB. Zároveň 
dochází ke snížení teploty tání, což usnadňuje tepelné zpracování. Tento typ kopolymeru 
s obsahem 3HV až 30% je průmyslově nejvíce využívaný pod již zmiňovaným názvem 
Biopol™ [9]. 
U kopolymeru P(3HB-co-4HB) dochází rovněž velmi výrazně ke snížení teploty tání 
materiálu a zároveň se zvyšuje elasticita. 
3.1.4 Biosyntéza PHA 
Cílem výzkumu posledních let je vyrobit PHA vhodných fyzikálních vlastností 
z jednoduchých a obnovitelných zdrojů uhlíku. Z tohoto důvodu je velká část výzkumu 
zaměřena na činnost enzymů podílejících se na tvorbě PHA. Zároveň se studiem enzymů jsou 
studovány také metabolické dráhy biosyntézy PHA a jejich regulace. Taktéž genové 
technologie v posledních letech pomáhají vysvětlit mechanismus tvorby PHA přípravou 
různých mutantních kmenů [30]. 
3.1.4.1  Zdroje uhlíku 
Pro mikrobiální produkci PHA se jako zdroje uhlíku nejčastěji používají obnovitelné 
zdroje rostlinného původu, jako jsou cukry, rostlinné oleje a škrob. Tímto způsobem je 
nepřímo využíván CO2 ze vzduchu jako zdroj uhlíku pro rostliny. Také různé druhy 
odpadních materiálů mohou být použity jako zdroj uhlíku. Mezi odpadními substráty je 
využívána syrovátka, melasa [31,32,33]. Typ PHA, který bude mikroorganismem 
produkován, závisí na zdroji uhlíku, na substrátové specificitě PHA syntázy a na tom, jaké 
biochemické dráhy mohou být mikroorganismem využívány. Pro průmyslové použití je cena 
zdroje uhlíku rozhodující a významnou měrou se podílí na konečné ceně produktu. Zdrojová 
surovina je tedy jeden z parametrů, na který je nutné se zaměřit při snižování ceny produktu. 
Pokud je jako zdroj uhlíku použit jednoduchý cukr, bylo vypočítáno, že na výrobu 1 kg PHA 
se spotřebuje 2,5 kg glukosy [34].  
3.1.4.2  Biosyntéza P3HB 
Biosyntéza P3HB je velmi dobře prostudována ve většině mikroorganismů, jako 
modelový systém se nejčastěji používá bakterie Ralstonia eutropha  (viz obr. 6) [9] 
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Obr. 6: Geny pro syntézu P3HB a biosyntéza P3HB (Ralstonia eutropha)[9]. 
(a) Geny phbA, phbB a phbC bakterie Ralstonia eutropha jsou uloženy na jednom operonu. 
Tyto geny kódují acetoacetyl-CoA reduktázu, β-ketothiolázu a PHA syntázu.  
(b) Syntéza PHB pomocí výše zmíněných enzymů. 
 
Pokud jsou zdrojem uhlíku cukry, pyruvát nebo acetát, vzniká při jejich katabolismu 
acetyl-CoA. Pokud jsou zdrojem uhlíku oleje, dochází nejprve k β-oxidaci mastných kyselin a 
jako substrát pro syntézu P3HB využíván buď acetyl-CoA nebo acetoacetyl-CoA. Při syntéze 
P3HB jsou 2 molekuly acetyl-CoA spojeny za vzniku acetoacetyl-CoA. Tato reakce je 
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katalyzována enzymem β-ketothiolázou. Produkt reakce je dále stereospecificky redukován na 
(R)-3-hydroxybutyryl-CoA. Reakce je katalyzována NADPH dependentní acetoacetyl-CoA 
reduktázou. Nakonec je P3HB syntetizován polymerací molekul (R)-3-hydroxybutyryl-CoA 
pomocí PHA syntázy [35]. Existuje několik výjimek této metabolické cesty. Například u 
Rhodospirillum rubrum dochází při syntéze P3HB ke vzniku (S)-3-hydroxybutyryl-CoA, 
který je posléze konvertován na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA pomocí enoyl-CoA hydratázy 
[36]. 
Při regulaci syntézy P3HB hrají hlavní roli intracelulární koncentrace acetyl-CoA a 
volného koenzymu A. Pokud je mikroorganismus kultivován v bohatém médiu (dostatek 
dusíku), je acetyl-CoA metabolizován v citrátovém cyklu (TCA), přičemž vznikající NADH 
je průběžně odbouráváno. V médiu neosahujícím dusík dochází v průběhu kultivace ke 
zvyšování koncentrace NADH, což způsobuje inhibici enzymů TCA. Z tohoto důvodu 
nemůže být acetyl-CoA odbouráván pomocí TCA a dochází k syntéze P3HB pomocí výše 
zmíněného metabolismu. 3-ketothioláza je inhibována volným koenzymem A, který se 
uvolňuje při oxidaci acetyl-CoA v TCA [37]. 
3.1.4.3  Biosyntéza kopolymerů 
Jak již bylo zmíněno dříve, je možné připravit kopolymer P(3HB-co-3HV), pokud zdroj 
uhlíku obsahuje kromě glukosy vhodné prekurzory (kyselinu propanovou nebo valerovou).  
Pokud je zdrojem uhlíku kyselina propanová (popřípadě propionát), uplatňují se 
v mikroorganismu stejné biochemické dráhy jako při syntéze P3HB. Rozdíl je ve tvorbě 
propionyl-CoA, který posléze kondenzuje s acetyl-CoA pomocí β-ketothiolázy na produkt 3-
ketovaleryl-CoA. Toto vede k začleňování monomerů 3-hydroxyvalerátu do struktury 
polymeru. 3-hydroxybutyrát je syntetizován normální cestou [38]. Dalším možným 
substrátem pro přípravu P(3HB-co-3HV) jsou mastné kyseliny s lichým počtem uhlíků. Zde 
vniká 3-hydroxyvalerát přímo β-oxidací [39]. 
Bylo izolováno několik mikroorganismů schopných syntetizovat P(3HB-co-3HV) bez 
nutnosti přídavku prekurzorů. Mezi těmito mikroorganismu je možné najít zástupce rodů 
Corynebacterium, Nocardia a Rhodococcus [40], nebo mutantní kmeny Ralstonia eutropha 
[41]. 
3.1.5 Klíčové enzymy pro syntézu P3HB u Ralstonia eutropha 
Jak již bylo zmíněno výše, uplatňují se při syntéze P3HB především následující 3 enzymy: 
acetoacetyl-CoA reduktáza, β-ketothioláza a PHB syntáza. 
3.1.5.1  β-ketothioláza 
Úloha β-ketothiolázy při biosyntéze P3HB spočívá ve spojování 2 molekul acetyl-CoA na 
acetoacetyl-CoA. Studie ukázaly, že bakterie Ralstonia eutropha má celou  řadu enzymů 
sloužících jako β-ketothiolázy [42]. β-ketothioláza kódovaná genem phbA je substrátově 
specifická pouze pro acetyl-CoA a nemůže tedy být použita při syntéze P(3HB-co-3HV). β-
ketothiolázu kódovanou genem bktB (tento gen se nenachází operonu phbCAB) je možné 
použít k syntéze P(3HB-co-3HV) [43]. Kromě genů phbA a bktB bylo nalezeno dalších 13 
genů kódující různé β-ketothiolázy [42]. 
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3.1.5.2  Acetoacetyl-CoA reduktáza 
Úloha acetoacetyl-CoA reduktázy je redukovat acetoacetyl-CoA na (R)-3-hydroxybutyryl-
CoA. Enzym je kódován genem phaB nacházejícím se na operonu phaCAB. V bakterii 
Ralstonia eutropha se celkem vyskytuje 39 homologů  tohoto genu. Samotné syntézy P3HB 
se účastní pouze několik málo acetoacetyl-CoA reduktáz. Zbytek reduktáz má neznámou 
funkci [44]. 
 
Tab. 4: Klíčové enzymy pro syntézu P3HB (Ralstonia eutropha) [42] 
Místo na chromosomu Gen Produkt 
PHA syntázy 
A1437 phaC1 Poly(3-hydroxybutyrát) syntáza 
A2003 phaC2 Poly(3-hydroxybutyrát) syntáza 
Beta-ketoacyl-CoA thiolázy 
A1438 phaA Acetyl-CoA acetyltransferáza 
A1445 bktB Acetyl-CoA acetyltransferáza 
A0170  Acetyl-CoA acetyltransferáza 
A0462  Acetyl-CoA C-acyltransferáza 
A1528  Acetyl-CoA acetyltransferáza 
A1713  Acetyl-CoA acetyltransferáza 
A1720  Acetyl-CoA acetyltransferáza 
A1887  Acetyl-CoA acetyltransferáza 
B0200 pcaF Beta-ketoadipyl 
B0381  Acetyl-CoA acetyltransferáza 
B0662  Acetyl-CoA acetyltransferáza 
B0668  Acetyl-CoA acetyltransferáza 
B0759  Acetyl-CoA acetyltransferáza 
B1369  Acetyl-CoA acetyltransferáza 
B1771  Acetyl-CoA acetyltransferáza 
Beta-ketoacyl-CoA reduktázy 
A1439 phaB1 Acetoacetyl-CoA reduktáza 
A2002 phaB2 Acetoacetyl-CoA reduktáza 
A2171 phaB3 Acetoacetyl-CoA reduktáza 
A0743  
Short chain dehydrogenáza (dehydrogenáza krátkých 
řetězců) 
A0931  Dehydrogenáza 
A1267  Short chain dehydrogenáza 
A1287  3-oxoacyl-ACP reduktáza 
A1325  Short chain dehydrogenáza 
A1334  D-β-hydroxybutyrát dehydrogenáza 
A1531  Short chain dehydrogenáza 
A1814  D-β-hydroxybutyrát dehydrogenáza 
A2152  Short chain dehydrogenáza 
A2460 abmB Domělá hydroxyacyl-CoA dehyrogenáza 
A2473  Short chain dehydrogenáza 
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Místo na chromosomu Gen Produkt 
A2567 fabG 3-oxoacyl-ACP reduktáza 
A3164  Předpokládaná short chain dehydrogenáza 
A3487  Domělá short chain dehydrogenáza 
B0394  Dehydrogenáza 
B0601  Cyklohexanoldehydrogenáza 
B0651  Short chain dehydrogenáza 
B0663  Short chain alkoholdehydrogenáza 
B0666  Short chain dehydrogenáza 
B0687  Short chain dehydrogenáza 
B0713  Short chain alkohol dehydrogenáza 
B1075  3-oxoacyl-ACP reduktáza 
B1240  Dehydrogenáza 
B1297  Short chain dehydrogenáza 
B1334  Short chain dehydrogenáza 
B1442  Short chain dehydrogenáza 
B1696  Short chain CoA dehydrogenáza 
B1834  Alkohol dehydrogenáza 
B1904  3-oxoacyl-ACP reduktáza 
B2339  Short chain dehydrogenáza 
B2510  3-oxoacyl-ACP reduktáza 
 
3.1.5.3  PHA syntáza 
PHA syntáza je nejdůležitějším enzymem při biosyntéze P3HB. Úkolem PHA syntázy je 
spojovat molekuly (R)-3-hydroxybutyryl-CoA do polymeru. PhaC je gen kódující PHA 
syntázu u Ralstonia eutropha. Při biosyntéze P3HB dochází ke vzniku kovalentní vazby mezi 
PHB syntázou a rostoucím řetězcem polymeru. Toto nakonec vede ke vniku ve vodě 
nerozpustných granulí. Substrátová specifita enzymu je široká, což umožňuje syntézu celé 
řady kopolymerů [35]. 
3.2 Produkční kmeny 
Z velkého množství bakterií známých tím, že produkují P3HB, bylo pouze několik z nich 
uvažováno jako potenciální kandidáti pro průmyslovou produkci P3HB. Tyto kmeny jsou: 
Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, několik druhů methylotrofů, 
bakterie rodu Pseudomonas nebo také rekombinantní  Escherichia coli. Přestože tyto bakterie 
mohou být kultivovány poměrně jednoduše s vysokým výtěžkem P3HB v relativně krátkém 
čase, cena výsledného produktu je stále příliš vysoká. Z tohoto důvodu je snaha nalézt co 
nejvýhodnější fermentační strategii a co nejvíce snížit náklady na vstupní surovinu [45] 
3.2.1 Ralstonia eutropha 
Gram negativní bakterie R euthopha tvořící tyčinky o velikosti 1,8-2,6 x 0,7 µm. Bakterie 
je fakultativně anaerobní a je schopná využívat H2 a CO2 jako zdroj energie. V nepřítomnosti 
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O2 organismus využívá denitrifikace. Jako zdroj energie může sloužit celá řada organických 
látek. Optimální teplota růstu je 30°C [46]. Bakterie byla izolována ve vodním pramenu 
poblíž Göttingenu před 50 lety [47]. Bakterie akumuluje velké množství P3HB. Kmen 
Ralstonia eutropha H16 je modelový organismus pro studium syntézy P3HB. 
V sedmdesátých letech byla tato bakterie uvažována jako vhodný kandidát pro tzv. single-cell 
protein (SCP), který měl sloužit jako zdroj potravy například pro dobytek, ale také pro 
astronauty v průběhu vesmírných misí. Protože velké množství P3HB by v potravě vadilo, 
bylo připraveno několik mutant neprodukujících P3HB. Nejdůležitější z nich je kmen PHB-4 
[48]. Genetická informace Ralstonia eutropha se nachází na 2 chromozomech a 1 
megaplasmidu pHG1 [49]. V současnosti byl sekvenován celý genom Ralstonia eutropha 
H16 s popisem všech genů. Genom se skládá z 7.416.678 bp, přičemž chromosom 1 obsahuje 
téměř všechny esenciální geny kódující metabolismus a esenciální funkce buňky. Chromosom 
2 kóduje geny pro využití dalších substrátů (H2 oxidace, CO2 fixace, denitrifikace) [42]. 
Bakterie je schopna metabolizovat fruktosu Entner-Doudoroffovou cestou. Glykolýza 
nemůže být využívána, protože chybí klíčový enzym fruktosa-1,6-bifosfát-aldoláza [42]. 
Jméno této bakterie bylo v minulosti velmi často měněno. Při izolaci byla bakterie 
zařazena do rodu Hydrogenomonas. V roce 1969 byla bakterie přejmenována na Alcaligenes 
eutrophus H16. V roce 1995 byla přejmenována na Ralstonia eutropha H16. V roce 2004 
byla opět přejmenována na Wautersia eutropha a později na Cupriavidus necator. Nejvíce 
používaným jménem však zůstává Ralstonia eutropha [44]. 
 
 
Obr. 7: Bakterie Ralstonia eutropha produkující P3HB [50]. 
3.2.2 Alcaligenes latus 
Gramnegativní bakterie Alcaligenes latus tvoří krátké až kulaté tyčinky. Velikost tyčinek 
je přibližně 2,4 µm. Bakterie netvoří spory. Tato bakterie je známá pro svoji schopnost 
akumulovat P3HB, a to v případě autotrofních i heterotrofních podmínek v médiu 
s nedostatkem dusíku. Bakterie jsou aerobní, ale jsou schopny redukovat dusičnany na 
dusitany, ztekucují želatinu a hydrolyzují škrob. Optimální teplota růstu je okolo 35°C. 
Bakterie je schopna využívat molekulární vodík jako redukční činidlo [51]. Při kultivaci bylo 
s výhodou použito glukosy jako zdroje uhlíku a množství P3HB v biomase bylo 80% již po 5 
hodinách kultivace. Nejvýhodnější metodou by bylo použití melasy nebo sacharosového 
sirupu. Při použití fed-batch systému bylo dosaženo maximální produktivity 1,15 g P3HB/h 
[52]. 
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Obr. 8: Bakterie Alcaligenes latus [51]. 
3.2.3 Methylotrofní bakterie 
Methylotrofní bakterie jsou schopné využívat k svému růstu metanol. Bakterie jsou 
většinou růžově zbarvené a mají tyčinkový tvar. Jsou fakultativně anaerobní. Bakterie při 
růstu uvolňují methan. Pro produkci P3HB byl úspěšně použit druh Methylobacterium 
extorquens. Tato bakterie byla pro produkci P3HB použita z důvodu nízké ceny vstupní 
suroviny, produkce P3HB byla však velmi nízká (pouze 30 – 33%) [52]. 
 
 
Obr. 9: Bakterie rodu Methylobacterium [53]. 
3.2.4 Rod Pseudomonas 
Bakterie rodu Pseudomonas jsou gramnegativní tyčinky. Většinou se jedná o striktní 
aeroby, jako zdroj uhlíku může být použita celá řada látek. Tyto bakterie jsou známé produkcí 
MCL PHA. Bakterie Pseudomonas oleovorans produkuje při růstu na médiu s glukosou a 
kyselinou oktanovou směs MCL PHA a P3HB. Při růstu na kyselině nonanové byl 
produkován P(3HB-co-3HV) [54]. Při produkci PHA pomocí Pseudomonas stutzeri bylo 
dosaženo dobrých výsledků použitím média s glukosou a mastnými kyselinami s lichým 
počtem uhlíků [55].  
 
 20
 
Obr.10: Bakterie Pseudomonas eleovorans [56]. 
3.2.5 Rekombinantní Escherichia coli 
Rekombinantní bakterie Escherichia coli se zdá být velmi dobrým mikroorganismem pro 
výrobu různých PHA. Bakterie je schopna syntetizovat PHA do vysokých koncentrací. 
Syntéza P3HB u Esherichia coli není vyvolána limitací některými důležitými živinami (jako u 
Ralstonia eutropha), ale závisí pouze na množství acetyl-CoA v buňce.  Jako zdroj uhlíku je 
možné využít celou řadu látek. Purifikace produktu je poměrně jednoduchá. Při použití 
Escherichia coli obsahující geny pro syntézu P3HB z Ralstonia eutropha jsme schopni 
dosáhnou produktivity 2 g/h P3HB tvoří 80-90% hmotnosti sušiny [52]. 
 
3.3 Kultivace Ralstonia eutropha na různých typech nutričních zdrojů 
Pro produkci P3HB je bakterie Ralstonia eutropha jednou nejvíce studovaných. Jak již 
bylo zmíněno výše, je schopná produkce vysoké koncentrace P3HB z různých typů nutričních 
zdrojů.  
3.3.1 Sacharidy 
Z jednoduchých cukrů jsou pro produkci P3HB pomocí Ralstonia eutropha využitelné 
pouze fruktosa a glukosa. Ostatní cukry není schopna bakterie metabolizovat. Použití 
disacharidů je možné, ale výtěžky biomasy ani P3HB nejsou příliš vysoké. 
Jedním z odpadních substrátů využitelných při výrobě PHA je melasa. Melasa vzniká při 
výrobě cukru, obsahuje velké množství sacharosy a je poměrně levná. Melasa obsahuje velké 
množství iontů, které by bylo potřeba při produkci P3HB odstranit. To by vedlo ke zvyšování 
ceny produktu [57]. 
Dalším levným substrátem pro výrobu P3HB je škrob. Pokud bakterie nemá hydrolytické 
enzymy pro odbourávání škrobu, je možné jej hydrolyzovat jiným způsobem. Tento krok však 
opět zvyšuje cenu suroviny. Bakterie Ralstonia eutropha nemá potřebné enzymy pro 
hydrolýzu škrobu, proto škrob není příliš vhodným substrátem [58]. 
Syrovátka je dalším z cukerných substrátů použitelných při výrobě P3HB. Syrovátka 
vzniká při výrobě sýra a obsahuje velké množství ve vodě rozpustných bílkovin a laktosy. 
Syrovátka jako zdroj uhlíku je využívána především u rekombinantní Escherichia coli, kdežto 
u Ralstonia eutropha není využívána z důvodu neschopnosti této bakterie metabolizovat 
laktózu [58]. 
V tab. 5 jsou uvedeny výtěžky biomasy a P3HB při kultivaci na různých typech substrátů. 
Biomasa byla kultivována při 30°C a koncentrace biomasy a P3HB byly stanoveny v 60. hod 
[57]. 
 
 
 21
Tab. 5: Výtěžky biomasy a P3HB při kultivaci Ralstonia eutropha na cukerných substrátech 
[57]. 
Zdroj uhlíku biomasa (g/l) P3HB (g/l) 
fruktosa 3,5 1,4 
kyselina mléčná 1,188 0,089 
sacharosa 2,179 0,042 
melasa 1,960 0,039 
glycerol 2,879 0,034 
glukosa 2,332 0,031 
sorbosa 0,302 0,007 
kyselina octová 0,151 0,023 
xylosa 0,263 0,003 
octan sodný 0,095 0,001 
kyselina propanová 0,055 0,001 
škrob 0,117 0,0 
laktosa 2,251 0,0 
 
Z tabulky vyplívá, že fruktosa je nejvhodnějším substrátem pro výrobu P3HB pomocí 
Ralstonia eutropha. Dále je patrné, že škrob a laktosa jsou naprosto nevhodné substráty. 
3.3.2 Necukerné substráty 
Vhodným necukerným substrátem jsou rostlinné oleje, mastné kyseliny a glycerol. Bylo 
provedeno několik studií s využitím olivového, kukuřičného a palmového oleje jako zdroje 
uhlíku pro kultivaci R. eeutropha.  Při těchto kultivacích byl výtěžek P3HB poměrně vysoký a 
srovnatelný s kultivací na glukose. V tab. 6 je možné nalézt výtěžky P3HB při submerzní 
kultivaci Ralstonia eutropha [58]. 
 
Tab. 6: Výtěžky biomasy a P3HB při kultivaci Ralstonia eutropha na necukerných 
substrátech [58] 
Typ 
fermentace Médium 
Čas 
PHAmax (h) 
Biomasa 
(g/l) 
PHAmax 
(g/l) 
Množství 
PHA (%) 
Produktivita 
(g/h) 
fed-batch Glycerol 34 82,6 51,2 62 1,5 
fed-batch Odpadní glycerol 34 76,2 38,1 50 1,1 
batch Rostlinný 
oleja 72 3,6-4,4 2,9.3,4 79-81 0,04-0,05 
fed-batch Sojový olej 96 118-126 85-95 72-76 0,9-1,0 
a
 Rostlinným olejem je myšlen olivový, kukuřičný a palmový olej 
 
Při autotrofních podmínkách je bakterie schopna využívat CO2 jako zdroj uhlíku. CO2 
může být získáván ze spalin v elektrárnách a továrnách. Nevýhodou je, že bakterie ke svému 
růstů za autotrofních podmínek potřebují směs CO2, H2 a O2 ve vhodném poměru. Při tomto 
typu kultivace bylo v čase 45 h dosaženo koncentrace biomasy 85,7 g/l, koncentrace P3HB 
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61,5 g/l (71,8%) a produktivita byla 1,37 g P3HB/h. Další nevýhodou metody je potřeba 
poměrně drahého bioreaktoru [59]. 
3.3.3 Odpadní substráty 
Velmi levným zdrojem uhlíku pro produkci PHA můžou být organické látky nacházející 
se v odpadech nebo v odpadních vodách.  V tab. 6 je možné najít výtěžky PHA při použití 
různých odpadních materiálů při kultivaci Ralstonia eutropha. Při využití těchto substrátů byl 
produkován P(3HB-co-3HV) [58]. 
 
Tab. 7: Výtěžky biomasy a PHA při kultivaci Ralstonia eutropha na odpadních substrátech 
[58]. 
Typ 
fermentace Médium 
Čas 
PHAmax 
(h) 
biomasa 
(g/l) 
PHAmax 
(g/l) 
Množství 
PHA (%) 
Produktivita 
(g/h) 
batch 
centrifugovaný 
fermentovaný 
organický 
odpad 
45 2,77 1,13 40,8 0,025 
batch 
natrávené 
škrobnaté 
odpadní vody 
48 3,5 1,2 34,1 0,025 
fed-batch 
mastné 
kyseliny 
z odpadních 
olejů 
73 22,7 16,5 72,6 0,23 
3.4 Kultivace dalších druhů bakterií na různých typech nutričních zdrojů 
Kromě Ralstonia eutropha je možné pro produkci P3HB využít také dalších bakterií. 
Pokud chceme jako zdrojovou surovinu použít syrovátku, je velmi vhodné využít 
rekombinantní Escherichia coli s geny pro syntézu P3HB z Ralstonia eutropha, Alcaligenes 
latus nebo Azotobacter vinelandii. V tab. 8 je porovnání výtěžků P3HB při kultivaci 
Escherichia coli s geny pro syntézu P3HB z různých mikroorganismů na syrovátce [58]. 
 
Tab. 8: Kultivace Escherichia coli na syrovátce [58] 
Původ genu 
pro syntézu 
PHA 
Typ 
fermentace 
Čas 
PHAmax 
(h) 
biomasa 
(g/l) 
PHAmax 
(g/l) 
Množství 
PHA (%) 
Produktivita 
(g/h) 
Ralstonia 
eutropha batch - 6,4 5,2 81,3 - 
Ralstonia 
eutropha fed-batch 52 31 25 80 0,48 
Azotobacter fed-batch 24 70,1 51,1 72,9 2,13 
Alcaligenes 
latus fed-batch 37 119,5 96,2 80,5 2,57 
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Další surovinou využitelnou pro produkci P3HB může být také odpadní glycerol, který 
vzniká při výrobě bionafty. Kromě Ralstonia eutropha byly využity také bakterie 
Methylobacterium rhodesianum a Pseudomonas oleovorans s poměrně vysokými výtěžky 
PHA. Bylo zjištěno, že s rostoucí koncentrací glycerolu dochází k syntéze P3HB o nižší 
molekulové hmotnosti [60]. 
Při využití odpadního oleje je možné použít kromě Ralstonia eutropha také Pseudomonas 
oleovorans, kde bylo dosaženo poměrně dobrých výsledků [58].  
V současnosti vzrůstá zájem o využívání směsných kultur pro produkci PHA. Při použití 
směsných kultur se využívá tzv. strategie „feast and famine“ (krmení a hladovění), při níž se 
periodicky střídá doba přidávání substrátu a doba, kdy není substrát přidáván. Při tomto 
nevyváženém růstu jsou upřednostňovány mikroorganismy produkující PHA, kterým polymer 
slouží jako zdroj energie při nedostatku substrátu. Ostatní mikroorganismy nejsou schopny 
v podmínkách nedostatku substrátu růst. Tento způsob přípravy je výhodný v tom, že není 
potřeba sterilizovat média, protože se nepoužívají čisté kultury. Zároveň je možné tento 
způsob přípravy PHA využít například k čištění odpadních vod [61]. 
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4 PRAKTICKÁ ČÁST 
4.1 Použité chemikálie, materiál a přístroje 
4.1.1 Bakteriální kmeny 
V práci byla použita bakterie Ralstonia eutropha H-16, která byla získána z České sbírky 
mikroorganismů Masarykovy university v Brně (sbírkové číslo CCM 3726). 
4.1.2 Chemikálie pro kultivaci mikroorganismů 
Agar Powder, Himedia (India) 
Nutrient Broth, Himedia (India) 
 
4.1.3 Standardní chemikálie 
Poly[(R)-3-hydroxybutyric acid], Fluka (USA) 
Poly(3-hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerát) (12% 3HV). Fluka (USA) 
Standard methylesterů mastných kyselin: Supelco 37 component FAME mix 
(1000 µg/ml), Sigma 
 
4.1.4 Přístroje 
Plynový chromatograf: 
Trace GC Ultra FID detector, Finnigan (USA) 
Kolona - DB-WAX 30 m by 0,25 mm pro stanovení P3HB  
Kolona – SLB-IL 100 pro stanovení mastných kyselin 
 
Ostatní přístroje: 
Spektrofotometr VIS, Helios δ, Unicam (UK) 
Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (SRN) 
Analytické váhy, Boeco (Německo) 
Laminární box Aura Mini, Bio Air Instruments (USA) 
Termostat IP 60, LTE Scientific, Ltd. (Německo) 
Termostatovaná třepačka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.o. (ČR) 
Termostat, LS-35 (ČR) 
Vortex, TK3S, Kartell spa (USA) 
Lyofilizátor Labconco (Pharmacia, Švédsko) 
Běžné laboratorní sklo a vybavení. 
 
4.2 Kultivace bakterie Ralstonia eutropha  
4.2.1 Uchovávání kultury a příprava inokula 
Po oživení lyofilizované sbírkové kultury byla kultura uchovávána na Petriho miskách 
obsahující pevné médium Nutrient Broth v termostatu při teplotě 30 °C. Přeočkování bylo 
prováděno pravidelně v intervalu 30 dní. 
Inokulum bylo připraveno do Erlenmayerových baněk o objemu 250 ml se 100 ml média 
Nutrient broth. Inokulum bylo zočkováno buď třikrát bakteriologickou kličkou z agarové 
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plotny nebo 5 ml kultury z tekutého média. Po 24 hodinách kultivace bylo tímto médiem 
zaočkováno produkční médium 
4.2.2 Živná média 
Pro uchovávání kultury a přípravu inokula bylo použito komerčně dostupné médium 
Nutriet Broth: 
Beef extrakct    10 g 
Pepton                10 g 
NaCl    5 g 
Agar    20 g 
Destilovaná voda             1000 ml 
 
Jako produkční médium bylo použito minerální médium o složení: 
Olej    20 g/l 
(NH4)2SO4   3 g 
Na2PO4    11,1 g 
KH2PO4    1,02 g 
Roztok stopových prvků* 1 ml 
Destilovaná voda   1000 ml 
 
*Roztok stopových prvků 
FeCl3    9,7 g 
CaCl3    7,8 g 
CuSO4    0,156 g 
CoCl2    0,119 g 
NiCl2    0,118 g 
CrCl2    0,062 g 
Destilovaná voda   1 000 ml 
 
4.2.3 Vzorky olejů  
1. Vitae d’Oro Olio di Sansa – Olivový olej z pokrutin 
2. Vitae d’Oro – Kukuřičný olej 
3. Vegetable oil Karolina refined – Sójový olej 
4. Lando oil – Slunečnicový olej 
5. Clever – Řepkový olej 
6. Odpadní olej z menzy – Řepkový olej 
7. Odpadní olej z domácnosti – Slunečnicový olej 
8. Vyjetý motorový olej – Směs syntetického a polysyntetického oleje 
9. Brandle  – Hroznový olej 
10. Olej odpadní z  restaurace – Slunečnicový olej 
11. Olej odpadní z výroby brambůrek Strážnice – Řepkový olej   
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4.3 Stanovení koncentrace biomasy v jednotlivých kultivacích 
Během jednotlivých kultivací byla koncentrace biomasy stanovována pomocí 
spektrofotometrického stanovení zákalu. Kultura byla vhodně naředěna a poté bylo provedeno 
stanovení  při vlnové délce λ = 630 nm proti destilované vodě jako blanku. Přepočet na 
suchou hmotnost biomasy byl proveden pomocí sestrojené kalibrační křivky. 
4.3.1 Stanovení kalibrační křivky 
Kalibrační přímka byla sestrojena ředěním suspenze buněk destilovanou vodou. Pro 
stanovení sušiny bylo odebráno 10 ml roztoku buněčné suspenze. Roztok biomasy byl stočen 
(8000 rpm, 5 minut). Roztok nad biomasou byl slit a biomasa byla rozsuspendována 
v 1 ml destilované vody. Připravený roztok biomasy byl kvantitativně přenesen do předem 
zvážených a vysušených hliníkových misek, které byly následně sušeny při 105 °C 
do konstantní hmotnosti. Po vyjmutí a ochlazení v exsikátoru byly znovu zváženy. Rozdíl 
hmotností váženek nám udával hmotnost biomasy v 10 ml. Ředěním kultury o známé 
koncentraci biomasy byla sestrojena kalibrační přímka A630 nm = f (cbiomasa). 
4.4 Stanovení koncentrace oleje v jednotlivých kultivacích 
Koncentrace oleje byla stanovena gravimetricky. Po důkladném promíchání byl odebrán 1 
ml kultury. K tomuto vzorku bylo přidáno 2,5 ml hexanu a vzorek byl důkladně promíchán.  
Poté byl odpipetován 1 ml hexanové vrstvy do předem zvážených 4 ml vialek. Hexan byl 
odpařen při 60°C a vialky byly znovu zváženy. Množství oleje ve vzorku bylo zjištěno 
z rozdílu hmotností. 
4.5 Stanovení složení použitých olejů plynovou chromatografií s FID detekcí 
Principem metody je převedení olejů na methylestery transesterifikací s hydroxidem 
draselným. Do 4 ml vialek bylo přesně naváženo přibližně 70 mg oleje. Byly přidány 3 ml 
isooktanu, vialka byla uzavřena a protřepána. Došlo k rozpuštění vzorku. Poté bylo přidáno 
200 µl methanolického roztoku KOH (13,1 g KOH ve 100 ml absolutního methanolu) a 
vialky byly silně protřepány po dobu 30 s. Do roztoku byl přidán 1 g hydrogensíranu sodného 
a vialky byly znovu protřepány po dobu 15 s. Poté byla odebrána horní isooktanová vrstva, 
která byla 10x zředěna. Tento roztok byl vpraven do 2 ml vialek, které byly uzavřeny a 
analyzovány pomocí GC. 
Standard methylesterů mastných kyselin byl 10x zředěn a analyzován pomocí GC. 
Porovnáním se standardem bylo zjištěno složení mastných kyselin u jednotlivých olejů.   
Analýza byla provedena na koloně SLB-IL 100 při definovaných podmínkách. Teplotní 
program byl 4°C/min z 50°C na 220°C, nosným plynem bylo helium, teplota injektoru byla 
250°C, teplota detektoru byla 250°C, K detekci byl použit plamenový ionizační detektor – 
FID. 
4.6 Stanovení celkových proteinů v médiu Hartree-Lowryho metodou 
Stanovení je kolorimetrické a je založeno na trojsložkovém činidle. První dvě složky jsou 
součástí biuretového činidla, třetí složkou je Folin-Ciocalteau činidlo na fenoly. Jsou to 
polykyseliny fosfomolybdenové a fosfowolframové, které se redukují tyrozinovými zbytky 
proteinů a barví se modře.  
Činidlo A: 2 g vinanu sodno-draselného . 4H2O, 100 g NaCO3, 500 ml 1 mol/l NaOH, 
voda do 1 l. 
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Činidlo B: 2 g vinanu sodno-draselného . 4H2O, 1 g CuSO4 . 5H2O, 90 ml H2O, 10 ml 1 
mol/l NaOH. 
Činidlo C: Zředěn 1 objem Folin-Ciocalteauova činidla 15 objemy vody. 
4.6.1 Stanovení kalibrační křivky 
Do zkumavek bylo odměřeno 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1,0 ml bílkovinného standardu 
(koncentrace 250 µg/ml) a všechny zkumavky byly doplněny 0,1 M fosfátovým pufrem o pH 
= 7 (P pufr) na výsledný objem 1 ml. Zároveň byl připraven blank obsahující pouze 1 ml 
fosfátového pufru. Ke všem zkumavkám bylo přidáno 0,9 ml Hartree-Lowryho činidla A a 
zkumavky byly inkubovány 10 minut v lázni vyhřáté na 50°C. Po inkubaci byly zkumavky 
ochlazeny na laboratorní teplotu a do každé byl přidán 0,1 ml činidla B a zkumavky byly 
temperovány 10 minut při laboratorní teplotě. Poté byly do každé zkumavky přidány 3 ml 
činidla C a zkumavky byly inkubovány 10 minut v lázni vyhřáté na 50°C. Po ochlazení byla 
změřena absorbance při 650 nm proti blanku. Byla sestrojena závislost A650nm = f(cprotein) 
4.6.2 Stanovení celkových proteinů ve vzorcích 
Pro stanovení celkových proteinů v médiu byly vzorky nejprve stočeny (8000 rpm, 5 min) 
a poté bylo do zkumavek odebráno 0,5 ml supernatanu. K tomuto bylo přidáno 0,5 ml 0,1 M 
P pufru, poté 0,9 ml Hartree-Lowryho činidla A a zkumavky byly inkubovány 10 minut 
v lázni vyhřáté na 50°C. Po inkubaci byly zkumavky ochlazeny na laboratorní teplotu, do 
každé byl přidán 0,1 ml činidla B a zkumavky byly temperovány 10 minut při laboratorní 
teplotě. Poté byly do každé zkumavky přidány 3 ml činidla C a směsi byly inkubovány 10 
minut v lázni vyhřáté na 50°C. Po ochlazení byla změřena absorbance při 650 nm proti 
blanku. Koncentrace celkových proteinů byla vypočtena pomocí sestrojené kalibrační křivky. 
4.7 Stanovení koncentrace (NH4)2SO4 v médiu Nesslerovým činidlem 
Stanovení bylo založeno na reakci amonných iontů v zásaditém prostředí s komplexním 
K2(HgI4) za vzniku žlutého až červenohnědého zabarvení. Pro stanovení koncentrace 
(NH4)2SO4 v médiu byly vzorky nejprve stočeny (8000 rpm, 5 min), poté byl odebrán 1 ml 
média. Médium bylo 100x zředěno, poté byly odpipetovány 3 ml tohoto roztoku, ke kterému 
bylo přidáno 0,3 ml Nesslerova činidla. Byla změřena absorbance tohoto roztoku proti blanku 
při 436 nm. Koncentrace (NH4)2SO4 v médiu byla vypočtena pomocí sestrojené kalibrační 
křivky (kap 4.7.1) 
4.7.1 Stanovení kalibrační křivky 
Pro stanovení kalibrační křivky byl připraven roztok (NH4)2SO4 o koncentraci 18,3 µg/ml. 
Do připravených zkumavek bylo poté odpipetováno 3,0; 2,5; 2,0; 1,5; 1,0; 0,5 ml tohoto 
roztoku. Zkumavky byly doplněny destilovanou vodou na 3 ml. K roztokům ve zkumavkách 
bylo přidáno 0,3 ml Nesslerova činidla. Byla změřena absorbance těchto roztoků proti blanku 
při 436 nm. Z těchto hodnot byla sestrojena kalibrační závislost A436nm = f(c(NH4)2SO4). 
4.8 Stanovení aktivity esterázy v médiu 
Aktivita esterázy byla stanovena spektrofotometricky. Mezi esterázy se řadí také 
extracelulární lipázy, tedy enzymy štěpící esterovou vazbu mezi glycerolem a mastnou 
kyselinou. Pro stanovení byl použit 4-nitrofenylacetát (4-NPA), který taktéž obsahuje 
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esterovou vazbu. Esteráza štěpila  4-NPA na 4-nitrofenol a kyselinu octovou. Přírůstek 4-
nitrofenolu byl poté detekován spektrofotometricky při 410 nm. 
Pro stanovení aktivity lipázy v médiu byly vzorky nejprve stočeny (8000 rpm, 5 min). 
Poté bylo do zkumavky odebráno 0,25 ml supernatanu. K supernatanu bylo přidáno 1,75 ml 
0,1 M P pufru a 100 µl 4-NPA. Poté byl stanoven přírůstek absorbance při 410 nm proti pufru 
po 1 minutě. Koncentrace vzniklého 4-nitrofenolu byla vypočtena z molárního absorpčního 
koeficientu (18 000 dm3mol-1cm-1). Aktivita enzymu byla poté stanovena jako množství 
přeměněného substrátu za jednotku času. 
4.9 Stanovení PHA plynovou chromatografií s FID detekcí  
Principem metody je převedení PHA na těkavé methylester-β-hydroxykarboxylové 
kyseliny pomocí kysele katalyzované esterifikace. Výsledné methyestery je poté možné 
stanovit pomocí GC.  
4.9.1 Stanovení kalibrační křivky PHA 
Do vialek byl postupně napipetován roztok komerčně dostupného PHA (standard P3HB 
nebo P(3HB-co-3HV)) o koncentraci 10 mg/ml v množstvích 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1,0 ml. Poté 
byl přidán chloroform na výsledný objem 1 ml a dále bylo přidáno po 0,8 ml 15% roztoku 
kyseliny sírové v methanolu. Vialky byly uzavřeny a uloženy do termostatu při 100°C 
na 2 hodiny. Následně byly vialky ochlazeny na co nejnižší teplotu a ochlazený produkt byl 
extrahován 0,5 ml roztoku NaOH. Po protřepání a oddělení fází byla spodní chloroformová 
vrstva odpipetována a přenesena do vialek, které byly následně uzavřeny. 
4.9.2 Stanovení PHA v biomase 
Odebraný vzorek kultury byl  stočen (8000 rpm, 5 min). Supernatant byl slit a biomasa 
byla rozsuspendována v 4 ml 5% Tritonu X. Vzorek byl znovu stočen (8000 rpm, 5 min), 
supernatant opět slit a biomasa byla rozsuspendována v 4 ml destilované vody. Vzorek byl 
opět stočen (8000 rpm, 5 min), supernatan slit a biomasa byla zorsuspendována v 1 ml 
destilované vody. Vzorek byl převeden do 1,5 ml zkumavek typu Eppendorf a k oddělení 
biomasy bylo použito mikrocentrifugy (10000 rpm, 5 min). Supernatant byl slit a biomasa 
byla poté lyofilizována.  
Do vialek bylo postupně přesně naváženo přibližně 10 mg stanovované biomasy. Dále byl 
přidán 1 ml chloroformu a 0,8 ml 15% roztoku kyseliny sírové v methanolu. Vialky byly 
uzavřeny a uloženy do termostatu při 100°C na 2 hodiny. Následně byly vialky ochlazeny na 
co nejnižší teplotu a ochlazený produkt byl extrahován 0,5 ml roztoku NaOH. Po protřepání a 
oddělení fází byla spodní vrstva odpipetována a přenesena do vialek, které byly následně 
uzavřeny a analyzovány pomocí GC. 
Samotná analýza proběhla při definovaném teplotním režimu, aby došlo k efektivní 
separaci jednotlivých metylesterů – první 4 minuty 80°C, nárůst po 8°C/min a 160°C po dobu 
6 minut. Nosným plynem byl dusík. Teplota injektoru byla 230°C, na detektoru 275°C. 
K detekci byl použit plamenový ionizační detektor – FID. 
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4.10 Studium produkce PHA z rostlinných olejů 
4.10.1 Studium vlivu koncentrace oleje na produkci P3HB 
V Erlenmayerových baňkách o objemu 250 ml byla kultivována bakterie Ralstonia 
eutropha ve 100 ml kultivačního média. Pro stanovení byl použit řepkový olej. Použitá 
koncentrace oleje byla 10, 20 a 30 g/l. Kultura byla po zaočkování (vzorek č. 6) kultivována 
48 hodin na třepačce při třepání o rychlosti 200 rpm.  
Obsah biomasy byl stanoven spektrofotometricky (kap 4.3), obsah P3HB byl stanoven na 
GC s FID detektorem (kap  4.9.2). 
4.10.2 Studium produkce P3HB z různých olejů 
V Erlenmayerových baňkách o objemu 250 ml byla kultivována bakterie Ralstonia 
eutropha ve 100 ml kultivačního média. Pro stanovení byly použity všechny vzorky olejů 
(kap 4.2.3). Koncentrace oleje v médiu byla 20 g/l. Kultura byla po zaočkování kultivována 
70 hodin na třepačce při třepání o rychlosti  200 rpm. 
 Množství biomasy bylo stanoveno spektrofotometricky (kap 4.3), obsah P3HB byl 
stanoven na GC s FID detektorem (kap  4.9.2). Složení jednotlivých olejů bylo stanoveno 
pomocí GC (kap 4.5). 
4.10.3 Studium růstových charakteristik vybraných olejů 
V Erlenmayerových baňkách o objemu 250 ml byla kultivována bakterie Ralstonia 
eutropha ve 100 ml kultivačního média. Pro stanovení byly použity následující oleje: 
slunečnicový olej, řepkový olej, odpadní olej z menzy a odpadní olej z restaurace. 
Koncentrace oleje v médiu byla 20 g/l. V průběhu růstu byly odebírány vzorky každých 6 
hodin až do 108. hodiny.  
Ve vzorcích byla stanovena koncentrace biomasy spektrofotometricky (kap 4.3), obsah 
P3HB pomocí GC (kap 4.9.2), koncentrace (NH4)2SO4 v médiu (kap 4.7), množství oleje 
v jednotlivých vzorcích (kap 4.4), Stanovení celkových proteinů v médiu metodou Hartree-
Lowryho (kap 4.6) a stanovení aktivity lipázy v médiu (kap 4.8). 
4.10.4 Studium inkorporace prekurzorů 
V Erlenmayerových baňkách o objemu 250 ml byla kultivována bakterie Ralstonia 
eutropha ve 100 ml kultivačního média. Pro stanovení byl použit odpadní olej z menzy. 
Koncentrace oleje v médiu byla 20 g/l. V průběhu kultivace byly do média přidávány 
následující prekurzory:  methanol (1%), ethanol (1%), propanol (1%), propionát sodný(5 g/l), 
valerát sodný (5 g/l). Prekurzory byly přidávány v následujících časech kultivace: 24 h, 48 h a 
60 h. Kultivace byla ukončena v 84. hodině. 
Množství biomasy bylo stanoveno spektrofotometricky (kap 4.3). Obsah P(3HB-co-3HV) 
byl stanoven na GC s FID detektorem (kap  4.9.2). 
 
 
 
 
 
 
 30
5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1 Kalibrace metod 
5.1.1 Kalibrace spektrofotometrického stanovení biomasy 
Kalibrační závislost množství suché hmotnosti biomasy a zákalu byla stanovena z hodnot 
spektrofotometrického měření zákalu (λ = 630 nm) suspenze buněk, která byla připravena 
přesným ředěním kultury, jejíž počáteční suchá hmotnost biomasy byla stanovena ve třech 
paralelních měřeních (kap. 4.3.1). 
 
Tab. 9: Stanovení sušiny biomasy 
Hmotnost sušiny (g) Koncentrace sušiny biomasy (g/l) 
0,0132 1,32 
0,0144 1,44 
0,0133 1,33 
Průměr 1,3633 ± 0,0666  
 
Tab. 10: Závislost zákalu stanoveného při λ = 630 nm na množství biomasy 
Koncentrace sušiny biomasy (g/l) A (630nm)
 
0,6817 1,195 ± 0,013  
0,5453 0,983 ± 0,045 
0,4544 0,884 ± 0,017 
0,3408 0,667 ± 0,015 
0,2727 0,558 ± 0,005 
0,2272 0,448 ± 0,027 
0,1704 0,357 ± 0,027 
0,1363 0,269 ± 0,016 
0,0682 0,139 ± 0,002 
 
 
Graf 1: Kalibrační závislost zákalu stanoveného při 630 nm na suché hmotnosti biomasy 
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Z grafické závislosti zákalu na hmotnosti biomasy byla stanovena kalibrační závislost 
xy 853,1= , která byla použita pro stanovení koncentrace biomasy. Regresní koeficient je 
985,02 =R . 
5.1.2 Kalibrace stanovení celkových proteinů metodou Hartree-Lowryho 
Množství celkových proteinů bylo stanoveno Hartree-Lowryho metodou. Data pro 
stanovení kalibrační závislosti byla získána spektrofotometrickým měřením roztoků proteinu 
o různých koncentracích při 650 nm. V tab.11 jsou uvedeny průměrné hodnoty ze dvou 
paralelních měření (kap 4.6.1). 
 
Tab. 11: Závislost absorbance při λ = 650 nm na koncentraci proteinu 
Koncentrace proteinu (g/l) A (650 nm) 
0,05 0,190 
0,10 0,337 
0,15 0,484 
0,20 0,588 
0,25 0,646 
 
 
Graf 2: Kalibrační závislost absorbance při 650 nm na koncentraci proteinu 
Z grafické závislosti absorbance na koncentraci proteinu byla stanovena kalibrační 
závislost xy 872,2= , která byla použita pro stanovení celkové koncentrace proteinů. 
Regresní koeficient je 907,02 =R . 
5.1.3 Kalibrace stanovení koncentrace (NH4)2SO4 Nesslerovým činidlem 
Koncentrace (NH4)2SO4 v médiu byla stanovena Nesslerovým činidlem. Data pro 
stanovení kalibrační závislosti byla získána spektrofotometrickým měřením roztoků 
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(NH4)2SO4 o různých koncentracích při 436 nm. V tab.12 jsou uvedeny průměrné hodnoty ze 
tří paralelních měření (kap 4.7.1). 
 
Tab. 12: Závislost absorbance při λ=436 nm na koncentraci (NH4)2SO4 
Koncentrace (NH4)2SO4 (g/l) A (436 nm) 
0,0549 1,014 ± 0,003  
0,0458 0,888 ± 0,001 
0,0366 0,732 ± 0,004 
0,0275 0,621 ± 0,004 
0,0183 0,458 ± 0,027 
0,0092 0,283 ± 0,001 
 
Graf 3: Kalibrační závislost absorbance při 436 nm na koncentraci (NH4)2SO4 
Z grafické závislosti absorbance na koncentraci (NH4)2SO4 byla stanovena kalibrační 
závislost xy 82,19= , která byla použita pro stanovení koncentrace (NH4)2SO4. Regresní 
koeficient je 915,02 =R . 
5.1.4 Stanovení PHA plynovou chromatografií s FID detekcí 
Pro stanovení PHA bylo nutné převést PHA na více těkavé methylestery pomocí kysele 
katalizované esterifikace (kap. 4.9.1). 
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Graf 4: Chromatogram standardu P3HB 
 
 
Graf 5: Chromatogram standardu P(3HB-co-3HV) 
5.1.4.1  Kalibrační křivka 3HB 
Kalibrační přímka pro kvantitativní stanovení PHB byla sestavena jako závislost plochy 
píku na koncentraci 3HB (kap. 4.9.1). 
 
Tab. 131: Závislost koncentrace 3HB na ploše píku chromatogramu  
Koncentrace  3HB (mg) Plocha píku 
0,01 357963 
0,10 3014028 
0,50 12522100 
1,00 25112453 
1,50 39560270 
2,00 51112345 
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Graf 6: Kalibrační závislost plochy píku na koncentraci 3HB 
Z grafické závislosti plochy píku na koncentraci 3HB byla stanovena kalibrační závislost 
xy 25731159= , regresní koeficient je 999,02 =R . 
5.1.4.2  Kalibrační křivka 3HV 
Kalibrační přímka byla sestavena jako závislost plochy píku na koncentraci 3HV 
(kap 4.9.1). 
 
Tab. 142: Závislost koncentrace 3HV na ploše píku chromatogramu  
Koncentrace  3HV (mg) Plocha píku 
0,01 282606 
0,04 1130425 
0,09 2227907 
0,17 3982366 
0,34 7964732 
0,72 17920647 
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Graf 7: Kalibrační závislost plochy píku na koncentraci 3HV 
Z grafické závislosti plochy píku na koncentraci 3HB byla stanovena kalibrační závislost 
xy 24582178= , regresní koeficient je 998,02 =R . 
5.1.5 Analýza standardu methylesterů mastných kyselin 
Standard methylesterů mastných kyselin byl zředěn a poté analyzován na GC (kap 4.5). 
 
Graf 8: Standard methylesterů mastných kyselin 
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Tab. 15: Složení standardu methylesterů mastných kyselin  
č.  
píku mastná kyselina 
č. 
píku mastná kyselina 
1 kys. máselná (C4:0) 20 kys. linolelaidová (C18:2n6t) 
2 kys. kapronová (C6:0) 21 kys. γ-linolenová (C18:3n6) 
3 kys. kaprylová (C8:0) 22 kys. α-linolenová(C18:3n3) 
4 kys. kaprinová (C10:0) 23 kys. arachová (C20:0) 
5 kys. undekanová (C11:0) 24 kys. cis-11-eikosenová (20:1) 
6 kys. laurová (C12:0) 25 kys. cis-11,14-eikosadienová (C20:2) 
7 kys. tridekanová (C13:0) 26 kys. cis-8,11,14-eikosatrienová (C20:3n6) 
8 kys. myristová (C14:0) 27 kys. cis-11,14,17-eikosatrienová (C20:3n3) 
9 kys. myristolejová (C14:1) 28 kys. arachidonová (C20:4n6) 
10 kys. pentadekanová (C15:0) 29 kys. cis-5,8,11,14,17-eikosapentaenová (C20:5n3) 
11 kys. cis-10-pentadecenová (C15:1) 30 kys. heneikosanová (C21:0) 
12 kys. palmitová (C16:0) 31 kys. behenová (C22:0) 
13 kys. palmitolejová (C16:1) 32 kys. eruková (C22:1n9) 
14 kys. heptadekanová (17:0) 33 kys. cis-13,16-dokosadienová (C22:2) 
15 kys. cis-10-heptadecenová (C17:1) 34 
kys. cis-4,7,10,13,16,19-dokosahexaenová 
(C22:6n3) 
16 kys. stearová kys. (C18:0) 35 kys. trikosanová (C23:0) 
17 kys. olejová (C18:1n9c) 36 kys. lignocerová (C24:0) 
18 kys. elaidová (C18:1n9t) 37 kys. nervonová (C24:1n9) 
19 kys. linolová (C18:2n6c)   
 
5.2 Studium vlivu koncentrace oleje na produkci P3HB 
Cílem tohoto experimentu bylo zjistit, jaká koncentrace oleje je nejvhodnější pro kultivaci 
bakterie Ralstonia eutropha a produkci P3HB. Parametr YP/S je koeficient výtěžnosti 
(množství produktu/množství substrátu). Provedení experimentu bylo popsáno v kap 4.10.1. 
 
Tab. 16: Obsah P3HB v biomase v 48. h kultivace při použití řepkového oleje 
Olej (g/l) Biomasa (g/l) P3HB (%) P3HB (g/l) YP/S (-) 
10 8,70 ± 0,15 45,98 ± 1,14 4,00 ± 0,14 0,400 ± 0,014 
20 12,15 ± 0,10 63,06 ± 4,56 7,66 ± 0,50 0,383 ± 0,025 
30 7,77 ± 0,12 45,44 ± 1,10 3,53 ± 0,11 0,118 ± 0,004 
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Graf 9: Množství biomasy a P3HB v 48. h kultivace při použití řepkového oleje 
 
 
Graf 10: Obsah P3HB v biomase v 48. h kultivace při použití řepkového oleje 
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Z naměřených výsledků vyplívá, že koncentrace biomasy vzrůstá s množstvím použitého 
oleje. Při použití příliš velké koncentrace oleje (30 g/l) však dochází k poklesu koncentrace 
biomasy. 
Při růstu bakteriální kultury na oleji docházelo k syntéze homopolymeru P3HB, žádné jiné 
monomerní jednotky nebyly detekovány. Poměrný obsah P3HB v buňkách vzrůstá 
s množstvím použitého oleje podobně jako u produkce biomasy. Při použití příliš velké dávky 
oleje však dochází k snižování obsahu P3HB v buňkách. 
Při použití nízké koncentrace oleje je kultura limitována nedostatkem substrátu, nedochází 
k tak velkému nárůstu biomasy ani produkci P3HB. Při použití příliš vysoké koncentrace 
oleje může docházet naopak k inhibici kultury velkým množstvím substrátu, což se projeví 
nižším nárůstem biomasy a množstvím vytvořeného P3HB. Kultura je při vysokých 
koncentracích substrátu limitována také kyslíkem, protože velké množství oleje snižuje 
dostupnost kyslíku pro buňky. 
Srovnáním koeficientů výtěžnosti (produkt/substrát) bylo zjištěno, že tento koeficient je 
přibližně stejný při použití oleje o koncentraci 10 g/l a 20 g/l, kdežto při použití oleje o 
koncentraci 30 g/l je tento koeficient přibližně třetinový. 
Pro laboratorní i průmyslové použití se jako nejvýhodnější jeví použití oleje o koncentraci 
20 g/l, kdy je produkce biomasy i P3HB největší. Z tohoto důvodu byl v dalších 
experimentech používán olej o koncentraci 20 g/l. 
5.3 Studium produkce P3HB z vybraných druhů olejů 
Cílem tohoto experimentu bylo zjistit, jaké oleje jsou pro kultivaci Ralstonia eutropha 
nejvhodnější, jak složení olejů ovlivňuje množství produkovaného P3HB a pokusit se rovněž 
odhadnout, jaká by byla konečná cena produktu při použití různých olejů.  
5.3.1 Analýza olejů 
Cílem analýzy bylo zjistit, jak se liší složení mastných kyselin u jednotlivých použitých 
olejů. Provedení experimentu bylo popsáno v kap 4.5. 
 
 
Graf 11: Chromatogram slunečnicového oleje 
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Graf 12: Chromatogram řepkového oleje 
 
 
Graf 13: Chromatogram odpadního řepkového oleje z menzy 
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Tab. 17: Obsah mastných kyselin v jednotlivých olejích v procentech 
Olej kys. palmitová 
kys. 
stearová kys. olejová kys. linolová 
kys. α-
linolenová 
Olivový 12,626 2,849 74,156 8,743 0,539 
Kukuřičný 13,020 1,498 28,427 56,030 0,655 
Sojový 5,760 1,369 61,774 21,239 7,919 
Slunečnicový 7,551 2,735 26,281 61,814 0,057 
Řepkový 5,484 1,159 61,529 21,475 8,590 
Odpadní menza 
(řepkový) 18,952 1,966 53,772 18,587 4,818 
Odpadní domácnost 
(slunečnicový) 8,064 2,263 43,098 40,395 5,152 
Vinný 7,410 2,761 14,012 75,384 0,210 
Odpadní restaurace 
(slunečnicový) 11,094 1,637 56,920 22,767 6,095 
Odpadní brambůrky 
(řepkový) 5,940 1,034 61,337 22,347 8,042 
 
Z analýzy vyplívá, že oleje můžeme rozdělit do 2 kategorií. První kategorií jsou oleje 
obsahující velké množství kyseliny olejové a menší množství kyseliny linolové: olivový olej, 
sojový olej, řepkový olej, odpadní olej řepkový z menzy, odpadní olej slunečnicový 
z restaurace a odpadní olej řepkový z výroby brambůrek. Druhou kategorií olejů jsou oleje 
obsahující velké množství kyseliny linolové a malé množství kyseliny olejové: kukuřičný 
olej, slunečnicový olej a vinný olej. Odpadní olej slunečnicový z domácnosti obsahoval 
přibližně stejné množství kyseliny olejové a linolové. 
5.3.2 Kultivace Ralstonia eutropha na vybraných typech olejů 
Cílem tohoto experimentu bylo zjistit, jaké oleje jsou pro kultivaci Ralstonia eutropha a 
produkci P3HB nejvhodnější. Provedení experimentu bylo popsáno v kap 4.10.2. 
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Tab. 18: Obsah P3HB v biomase v 70. h kultivace při použití různých olejů 
Olej Biomasa (g/l) P3HB (%) P3HB (g/l) YP/S (-) 
Olivový 8,14 ± 0,15 40,20 ± 3,07 3,27 ± 0,25 0,164 ± 0,012 
Kukuřičný 10,85 ± 0,61 40,18 ± 3,21 4,36 ± 0,38 0,218 ± 0,019 
Sojový 7,47 ± 0,43 27,79 ± 3,44 2,08 ± 0,11 0,104 ± 0,005 
Slunečnicový 9,37 ± 0,15 49,37 ± 0,94 4,63 ± 0,44 0,231 ± 0,022 
Řepkový 9,54 ± 0,40 50,02 ± 4,23 4,77 ± 0,40 0,239 ± 0,020 
Odpadní domácnost 
(slunečnicový) 10,28 ± 0,57 56,60 ± 0,39 5,82 ± 0,39 0,291 ± 0,019 
Odpadní menza 
(řepkový) 12,77 ± 0,49 60,22 ± 3,21 7,69 ± 0,37 0,385 ± 0,019 
Vinný 11,36 ± 0,22 58,64 ± 3,44 6,66 ± 0,73 0,333 ± 0,037 
Odpadní restaurace 
(slunečnicový) 11,43 ± 0,52 58,87 ± 4,35 6,73 ± 0,08 0,336 ± 0,004 
Odpadní brambůrky 
(řepkový) 12,22 ± 0,63 55,28 ± 4,07 6,76 ± 0,50 0,338 ± 0,025 
Pozn.: Při použití vyjetého motorového oleje bylo množství narostlé biomasy nulové 
 
 
Graf 14: Množství biomasy a P3HB v 70. h kultivace při použití různých olejů 
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Graf 15: Obsah P3HB v biomase v 70. h kultivace při použití různých olejů 
 
Z naměřených výsledků vyplívá, že koncentrace biomasy byla největší při použití 
odpadního oleje řepkového z menzy. Nejmenší koncentrace biomasy byla při použití sojového 
oleje. Obsah P3HB v biomase byl nejvyšší taktéž při použití odpadního řepkového oleje 
z menzy. Nejnižší obsah P3HB v biomase byl při použití sojového oleje. 
Celkově z výsledků vyplívá, že použitím odpadních olejů bylo dosaženo vysokých 
výtěžků biomasy a P3HB, kdežto při použití čistých olejů nebyly výtěžky tak vysoké. Vysoké 
výtěžky biomasy a P3HB při použití odpadních olejů jsou pravděpodobně způsobeny 
obsahem dalších látek, které se do olejů dostávají při smažení. Těmito látkami mohou být jak 
proteiny, tak i jednoduché sacharidy, které poté slouží bakterii Ralstonia eutropha jako další 
zdroj uhlíku. Čistým olejům tyto látky chybí a z toho důvodu jsou výtěžky nižší. 
Při srovnání toho, jak závisí množství biomasy a P3HB na složení olejů bylo zjištěno, že 
při použití olejů obsahující velké množství kyseliny linolové (kukuřičný olej, slunečnicový 
olej, vinný olej) bylo dosaženo vyšších výtěžků PHB než při použití olejů obsahujících velké 
množství kyseliny olejové (olivový olej, sojový olej, řepkový olej). Toto je v souladu 
s literaturou, kde byla rovněž pozorována vyšší produkce biomasy i PHA bakteriálním 
kmenem Ralstonia eutropha při kultivaci na zdroji bohatém na linolovou kyselinu [62] 
Odpadní oleje obsahující velké množství kyseliny olejové vykazovaly vysoký výtěžek 
z důvodů popsaných výše. 
Abychom zjistili nejvýhodnější olej využitelný pro průmyslové použití byla provedena 
orientační ekonomická rozvaha, kde byly zhodnoceny náklady na vstupní suroviny pro 
výrobu P3HB z jednotlivých olejů. 
5.3.3 Ekonomická rozvaha použití jednotlivých olejů 
Cílem této rozvahy bylo zjistit, které oleje jsou z ekonomického hlediska nejvhodnější pro 
výrobu PHA. Výrobní ceny čistých olejů byly spočteny z maloobchodních cen odečtením 
 43
DPH a marže obchodníka. Cena odpadních olejů byla určena na základě dostupných údajů na 
2 Kč/l, což je cena, kterou si účtuje firma TRAFIN OIL, a.s. [63].  
Pro kalkulaci celkové ceny PHA bylo počítáno s následujícími hodnotami: 40% z celkové 
ceny PHA tvoří vstupní surovina [64], DPH u rostlinných olejů je 10% a marže obchodníka 
byla určena na 15%. K výpočtu byl použit výtěžnostní koeficient vyjadřující množství 
připraveného PHA z 1 kg oleje. Parametr YP/S je koeficient výtěžnosti (množství 
produktu/množství substrátu). 
 
Tab. 19: Ekonomická rozvaha výrobní ceny PHA z jednotlivých olejů (Ceny jsou v Kč) 
Olej 
Malo-
obchodní 
cena oleje/l 
Malo-
obchodní 
cena oleje/kg 
Výrobní 
cena 
oleje/kg 
Výrobní 
cena PHA 
z 1kg oleje 
YP/S (-) 
Výrobní 
cena 
PHA/kg 
Olivový 59,90 74,88 57,28 143,20 0,164 875,20 
Kukuřičný 32,90 41,13 31,46 78,65 0,218 360,81 
Sojový 29,90 37,38 28,59 71,48 0,104 688,63 
Slunečnico
vý 16,90 21,13 16,16 40,40 0,231 174,67 
Řepkový 23,50 29,38 22,47 56,18 0,239 235,48 
Odpadní 
domácnost 2,00 2,50 2,50 6,25 0,291 21,48 
Odpadní 
Menza 2,00 2,50 2,50 6,25 0,385 16,25 
Vinný 119,00 148,75 113,79 284,48 0,333 853,98 
Odpadní 
restaurace 2,00 2,50 2,50 6,25 0,336 18,58 
Odpadní 
brambůrky 2,00 2,50 2,50 6,25 0,338 18,50 
 
Z vypočtených hodnot vyplívá, že nejnižší výrobní cena PHA byla dosažena při použití 
odpadních olejů. Výrobní cena PHA při použití čistých olejů byla často až 50-násobně vyšší. 
Z odpadních olejů bylo nejnižší výrobní ceny PHA dosaženo použitím odpadního řepkového 
oleje z menzy, kdy tato cena byla kalkulována na 16,25 Kč/kg PHA. Vzhledem k tomu, že 
experiment, na jehož základě byly stanoveny výtěžnostní koeficienty, byl pouze orientační, je 
pravděpodobné, že po optimalizaci procesu produkce PHA z odpadního oleje, případně s 
využitím bioreaktoru ve fed-bach módu by došlo k dalšímu zlepšení procesu a tedy i 
k vylepšení výtěžnostního koeficientu a snížení ceny produkovaného bioplastu. 
Nezanedbatelnou výhodou produkce PHA z odpadních olejů je také fakt, že se jedná o 
odpadní produkt, který by jinak bylo potřeba složitě likvidovat. V navrhovaném procesu by 
byl tedy odpad využit k produkci hodnotného a ekologicky nezávadného produktu.  
Produkční cena PP se pohybuje okolo 18,50 Kč/kg [65], PHA jsou v současné době 
prodávány za cenu pohybující se okolo 2-4 $/kg. Produkce PHA z odpadního oleje proto 
představuje velice slibnou cestu potenciálně umožňující rozšíření aplikací PHA.Využitím 
odpadních olejů jako zdroje uhlíku pro výrobu PHA by bylo možné vyrábět produkt, jehož 
výrobní cena by byla srovnatelná s PP a který by navíc byl rozložitelný. 
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5.4 Růstové charakteristiky bakterie Ralstonia eutropha na vybraných olejích 
Cílem tohoto experimentu bylo na vybraných olejích zjistit, v jakém čase kultivace 
bakterie Ralstonia eutropha je produkce P3HB nejvyšší. Pro experiment byly vybrány 
následující oleje: řepkový olej, slunečnicový olej, odpadní olej řepkový z menzy a odpadní 
olej slunečnicový z restaurace. Zároveň s růstovými parametry byly sledovány další 
charakteristiky v závislosti na čase: koncentrace (NH4)2SO4 v médiu, koncentrace oleje 
v médiu, celková koncentrace proteinů v médiu a sumární aktivita extracelulárních esteráz 
(kap 4.10.3). 
Amonné ionty v médiu slouží jako zdroj dusíku. Jak bylo zjištěno v teoretické části (kap 
3.1.1) bakterie tvoří P3HB při limitaci dusíkem. Z tohoto důvodu byla sledována koncentrace 
amonných iontů a bylo zjišťováno, jak koncentrace amonných iontů ovlivňuje produkci 
P3HB. Provedení experimentu bylo popsáno v kap 4.10.3. 
5.4.1 Kultivace na odpadním oleji řepkovém z menzy  
 
Tab. 20: Obsah P3HB v biomase, koncentrace (NH4)2SO4 a oleje v různých časech kultivace 
při použití odpadního řepkového oleje z menzy 
Čas (h) Biomasa (g/l) P3HB (%) P3HB (g/l) (NH4)2SO4 (g/l) Olej (g/l) 
0 0,00 ± 0,00  0,00 0,00 3,11 20,00 
6 0,61 ± 0,00 7,40 0,05 2,74 17,06 
12 1,95 ± 0,26 23,76 0,46 1,97 16,36 
18 5,37 ± 0,11 26,52 1,42 1,36 15,69 
24 6,46 ± 0,50 29,95 1,93 0,98 13,80 
30 9,41 ± 0,18 25,72 2,42 1,00 13,64 
36 9,28 ± 0,28 36,95 3,43 0,81 12,43 
42 6,44 ± 0,05 32,10 2,06 0,70 11,79 
48 11,16 ± 0,03 41,52 4,63 0,47 8,90 
54 11,40 ± 0,52 47,83 5,45 0,37 7,97 
60 12,51 ± 0,10 49,89 6,24 0,12 12,31 
66 7,31 ± 0,17 31,38 2,29 0,00 6,34 
72 12,94 ± 0,08 46,48 6,01 0,00 5,19 
78 12,58 ± 0,38 52,36 5,92 0,00 8,23 
84 13,32 ± 0,28 58,63 7,38 0,00 7,51 
96 13,40 ± 0,09 50,74 6,80 0,00 6,80 
102 13,65 ± 0,23 41,94 5,72 0,00 5,72 
108 13,46 ± 0,08 39,46 5,31 0,00 5,31 
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Graf 16: Růstové charakteristiky bakterie Ralstonia eutropha kultivované s využitím 
odpadního řepkového oleje z menzy  
 
Z naměřených hodnot pro koncentraci biomasy v médiu vyplívá, že bakterie Ralstonia 
eutropha rostla dynamickým růstem až do 60. hodiny, poté byl růst poněkud pomalejší. 
Bakterie však stále rostla. 
Obsah P3HB vzrůstal až do 84. hodiny, poté došlo k mírnému poklesu. Pokles byl 
pravděpodobně způsoben vyčerpáním živin z média. Bakterie poté využívala P3HB jako zdroj 
uhlíku a proto jeho koncentrace mírně klesala. Nedá se říci, že by bakterie tvořila P3HB jako 
čistý sekundární metabolit, protože P3HB byl produkován již ve fázi růstu. 
Množství oleje v médiu klesalo, což bylo způsobeno jeho využitím jako zdroje uhlíku. 
Koncentrace (NH4)2SO4 v médiu rovněž klesala a v 60. hodině byla již nulová. Jak bylo vidět 
z naměřených hodnot, tvořila bakterie P3HB i při nulové koncentraci amonných iontů. 
Při průmyslovém a laboratorním využitím odpadního řepkového oleje z menzy by 
nejvhodnější čas pro izolaci P3HB z buněk byla 84. hodina kultivace. Z tohoto důvodu byly 
vzorky pro stanovení PHA v následujících experimentech při použití odpadního řepkového 
oleje z menzy odebírány v 84. hodině. 
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5.4.2 Kultivace na odpadním oleji slunečnicovém z restaurace  
 
Tab. 21: Obsah P3HB v biomase, koncentrace (NH4)2SO4 a oleje v různých časech kultivace 
při použití odpadního slunečnicového oleje z restaurace 
Čas (h) Biomasa (g/l) P3HB (%) P3HB (g/l) (NH4)2SO4 (g/l) Olej (g/l) 
0 0,00 ± 0,00  0,00 0,00 3,11 20,00 
6 0,61 ± 0,01 9,24 0,06 2,64 18,10 
12 2,44 ± 0,05 36,34 0,89 2,01 17,25 
18 5,37 ± 0,11 24,41 1,31 1,79 16,74 
24 6,58 ± 0,45 38,96 2,56 1,12 15,57 
30 9,41 ± 0,18 29,91 2,81 0,92 14,24 
36 9,28 ± 0,28 66,03 6,13 0,90 13,42 
42 6,44 ± 0,05 34,20 2,20 0,78 11,42 
48 11,16 ± 0,03 50,58 5,64 0,62 9,21 
54 11,40 ± 0,52 49,50 5,64 0,42 10,03 
60 11,43 ± 0,12 51,18 5,85 0,15 9,24 
66 8,24 ± 0,37 25,41 2,09 0,00 30,22 
72 10,67 ± 0,14 46,66 4,98 0,00 6,04 
78 10,69 ± 0,07 37,98 4,98 0,00 6,96 
84 10,66 ± 0,17 33,82 3,60 0,00 8,26 
96 11,22 ± 0,23 17,24 1,93 0,00 7,59 
102 11,22 ± 0,06 18,00 2,02 0,00 7,31 
108 10,06 ± 0,04 19,44 1,96 0,00 8,05 
 
 
Graf 17: Růstové charakteristiky bakterie Ralstonia eutropha kultivované s použitím 
odpadního slunečnicového oleje z restaurace. 
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Z naměřených hodnot pro koncentraci biomasy v médiu vyplívá, že bakterie Ralstonia 
eutropha rostla exponenciálně až do 48. hodiny, poté přešla do stacionární fáze růstu. Ke 
konci kultivaci koncentrace biomasy mírně klesala. 
Koncentrace P3HB byla nejvyšší ve 36. hodině, poté došlo k mírnému poklesu. Od 78 
hodiny kultivace klesala koncentrace P3HB výrazně. Tento pokles byl pravděpodobně 
způsoben vyčerpáním vhodných živin z média. Bakterie poté využívala P3HB jako zdroje 
uhlíku a proto jeho koncentrace na konci kultivace klesala. 
Koncentrace oleje v médiu rovněž klesala, což bylo způsobeno jeho využitím jako zdroje 
uhlíku. Koncentrace (NH4)2SO4 v médiu klesala a v 66. hodině byla již nulová. Při limitaci 
dusíkem netvořila bakterie další P3HB. 
Při průmyslovém a laboratorním využitím odpadního slunečnicového oleje z restaurace by 
nejvhodnější čas pro izolaci P3HB z buněk byla 36. hodina kultivace. 
5.4.3 Kultivace na slunečnicovém oleji 
 
Tab. 22: Obsah P3HB v biomase, koncentrace (NH4)2SO4 a oleje v různých časech kultivace 
při použití slunečnicového oleje 
Čas (h) Biomasa (g/l) P3HB (%) P3HB (g/l) (NH4)2SO4 (g/l) Olej (g/l) 
0 0,00 ± 0,00  0,00 0,00 3,11 20,00 
6 0,32 ± 0,00 10,20 0,03 2,67 19,46 
12 1,52 ± 0,01 22,22 0,34 1,96 19,00 
18 4,32 ± 0,13 36,76 1,59 1,95 15,56 
24 5,49 ± 0,06 39,19 2,15 1,68 24,14 
30 6,94 ± 0,27 37,19 2,58 1,09 14,58 
36 7,84 ± 0,25 39,40 3,09 0,98 11,10 
42 7,55 ± 0,29 33,32 2,52 0,77 9,84 
48 8,98 ± 0,38 42,91 3,85 0,64 6,12 
54 9,47 ± 0,21 42,28 4,00 0,42 6,18 
60 11,26 ± 0,10 48,12 5,42 0,12 7,07 
66 9,01 ± 0,39 40,96 3,69 0,00 7,23 
72 11,75 ± 0,79 58,19 6,84 0,00 6,15 
78 11,79 ± 0,41 56,71 6,69 0,00 5,50 
84 11,18 ± 0,04 43,44 4,85 0,00 6,87 
96 11,42 ± 0,13 48,42 5,53 0,00 6,80 
102 11,25 ± 0,20 44,70 5,03 0,00 2,20 
108 11,43 ± 0,10 54,80 6,27 0,00 5,67 
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Graf 18: Růstové charakteristiky bakterie Ralstonia eutropha kultivované s použitím 
slunečnicového oleje. 
 
Z naměřených hodnot pro koncentraci biomasy v médiu vyplívá, že bakterie Ralstonia 
eutropha rostla až do 60. hodiny, poté přešla do stacionární fáze růstu. Ke konci kultivace 
koncentrace biomasy mírně klesala. 
Koncentrace P3HB byla nejvyšší v 72. hodině, poté došlo k mírnému poklesu koncentrace 
P3HB. Tento pokles byl pravděpodobně způsoben vyčerpáním živin z média. Bakterie poté 
využívala P3HB jako zdroje uhlíku a proto jeho koncentrace klesala. 
Koncentrace oleje v médiu též klesala, což bylo způsobeno jeho využitím jako zdroje 
uhlíku. Koncentrace (NH4)2SO4 v médiu klesala a v 66. hodině byla již nulová. Jak bylo vidět 
z naměřených hodnot, tvořila bakterie P3HB i při nulové koncentraci amonných iontů (graf 
18). 
Při průmyslovém a laboratorním využitím slunečnicového oleje by nejvhodnější čas pro 
izolaci P3HB z buněk byla 72. hodina kultivace. 
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5.4.4 Kultivace na řepkovém oleji 
 
Tab. 23: Obsah P3HB v biomase, koncentrace (NH4)2SO4 a oleje v různých časech kultivace 
při použití řepkového oleje 
Čas (h) Biomasa (g/l) P3HB (%) P3HB (g/l) (NH4)2SO4 (g/l) Olej (g/l) 
0 0,00 ± 0,00  0,00 0,00 3,11 20,00 
6 0,33 ± 0,00 0,00 0,00 2,52 17,17 
12 1,52 ± 0,01 0,00 0,00 1,95 15,61 
18 3,92 ± 0,12 44,78 1,75 1,89 16,34 
24 4,69 ± 0,15 43,16 2,02 1,13 14,71 
30 5,90 ± 0,17 44,95 2,65 1,06 14,78 
36 6,62 ± 0,07 42,51 2,82 0,81 10,64 
42 6,91 ± 0,18 44,52 3,08 0,69 6,48 
48 8,47 ± 0,13 52,39 4,44 0,49 4,38 
54 8,89 ± 0,07 52,83 4,70 0,36 6,23 
60 10,19 ± 0,10 51,27 5,23 0,12 14,15 
66 8,74 ± 0,57 54,25 4,74 0,00 4,53 
72 11,63 ± 0,17 49,59 5,77 0,00 5,32 
78 11,32 ± 0,31 56,92 6,45 0,00 5,21 
84 11,51 ± 0,35 67,33 7,75 0,00 5,71 
96 11,62 ± 0,26 50,54 5,87 0,00 5,38 
102 11,91 ± 0,36 56,61 6,74 0,00 4,97 
108 12,28 ± 0,14 56,26 6,91 0,00 6,51 
 
 
Graf 19: Růstové charakteristiky bakterie Ralstonia eutropha kultivované s použitím 
řepkového oleje 
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Z naměřených hodnot pro koncentraci biomasy v médiu vyplívá, že bakterie Ralstonia 
eutropha dynamicky rostla až do 72. hodiny, poté byl růst poněkud pomalejší. 
Koncentrace P3HB byla nejvyšší v 84. hodině, poté došlo k mírnému poklesu koncentrace 
P3HB. Tento pokles byl pravděpodobně způsoben vyčerpáním živin z média. Bakterie poté 
využívala P3HB jako zdroje uhlíku a proto jeho koncentrace klesala. 
Koncentrace oleje v médiu klesala, což bylo způsobeno jeho využitím jako zdroje uhlíku. 
Koncentrace (NH4)2SO4 v médiu klesala a v 66. hodině byla již nulová. 
Při průmyslovém a laboratorním využitím slunečnicového oleje za daných kultivačních 
podmínek by nejvhodnější čas pro izolaci P3HB z buněk byla 72. hodina kultivace. 
5.4.5 Srovnání využitelnosti jednotlivých olejů 
Růstové charakteristiky jednotlivých olejů byly srovnány za účelem doporučení 
nejvhodnějšího oleje pro kultivaci Ralstonia eutropha a produkci P3HB.  
 
 
Graf 20: Koncentrace biomasy Ralstonia eutropha v různých časech kultivace pro jednotlivé 
oleje 
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Graf 21: Koncentrace P3HB v buňkách Ralstonia eutropha v různých časech kultivace pro 
jednotlivé oleje 
 
 
Graf 22: Obsah P3HB v biomase Ralstonia eutropha v různých časech kultivace pro 
jednotlivé oleje 
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Srovnáním produkčních charakteristik kmene Ralstonia eutropha při kultivaci na 
jednotlivých olejích bylo zjištěno, že do 54. hodiny byla koncentrace biomasy nejvyšší při 
použití odpadního řepkového oleje z menzy a odpadního slunečnicového oleje z restaurace. 
Poté bylo nejvyšší koncentrace biomasy dosaženo při použití odpadního řepkového oleje 
z menzy. Nejnižší koncentrace biomasy bylo dosahováno při použití čistého řepkového oleje. 
Celkově byla koncentrace biomasy vyšší při použití odpadních olejů, kdežto při použití 
čistých olejů nebylo dosahováno tak vysoké koncentrace biomasy. 
Srovnáním koncentrace P3HB jednotlivých olejů bylo zjištěno, že při použití řepkového 
oleje, slunečnicového oleje a odpadního řepkového z menzy bylo dosahováno přibližně 
stejných koncentrací P3HB. Nejvyšších koncentrací P3HB bylo dosaženo v pozdějších časech 
kultivace (60. až 108. hodina). Při použití odpadního slunečnicového oleje bylo dosaženo 
vysokých koncentrací P3HB po 36 – 60 hod, ale poté koncentrace P3HB klesala.Nejvyšší 
koncentrace P3HB ze všech olejů bylo dosaženo použitím řepkového oleje v 84. hodině. 
Srovnáním procentuálního obsahu P3HB v biomase byly zjištěny podobné závěry jako při 
srovnání koncentrace P3HB jednotlivých olejů. 
Ze všech zkoumaných olejů by pro laboratorní a průmyslové použití a výrobu P3HB byly 
nejlépe využitelné olej řepkový a odpadní řepkový olej z menzy, u nichž bylo dosahováno 
vysokých koncentracích P3HB v 84. hodině. Jelikož cena odpadního oleje je mnohem nižší 
než cena čistého oleje, bylo by z ekonomického hlediska mnohem výhodnější využít odpadní 
řepkový olej. Tímto způsobem bychom také využili odpadní suroviny a zároveň vyrobili 
hodnotný produkt, což je současně ekologické i ekonomické řešení. 
5.4.6 Celková koncentrace proteinů v médiu a aktivita extracelulární esterázy 
Ralstonia eutropha 
Cílem experimentu bylo porovnat aktivitu extracelulárních esteráz při kultivaci na 
vybraných jednotlivých olejích v závislosti na čase a využít celkovou koncentraci proteinů 
v médiu ke stanovení specifické aktivity esterázy (kap 4.6, 4.8).  
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Tab. 24: Celková koncentrace proteinů v médiu, aktivita a specifická aktivita extracelulární 
esterázy v médiu při použití odpadního oleje z menzy 
Čas (h) Celkový protein (g/l) Aktivita (nkat) Specifická aktivita (nkat/mg) 
6 0,581 0,607 1,045 
12 0,559 0,652 1,166 
18 0,643 0,296 0,460 
24 0,696 0,459 0,659 
30 0,538 0,222 0,413 
36 0,579 0,252 0,435 
42 0,577 0,281 0,488 
48 0,562 0,222 0,395 
54 0,570 0,311 0,545 
60 0,560 0,296 0,529 
66 0,729 0,074 0,102 
72 0,639 0,133 0,209 
78 0,593 0,178 0,300 
84 0,741 0,356 0,480 
108 0,810 0,356 0,439 
 
Tab. 25: Celková koncentrace proteinů v médiu, aktivita a specifická aktivita lipázy v médiu 
při použití odpadního oleje z restaurace 
Čas (h) Celkový protein (g/l) Aktivita (nkat) Specifická aktivita (nkat/mg) 
6 0,727 0,578 0,969 
12 0,812 0,415 0,907 
18 0,321 0,341 0,816 
24 0,459 0,370 0,951 
30 0,288 0,296 0,679 
36 0,303 0,326 0,684 
42 0,340 - - 
48 0,275 - - 
54 0,380 0,356 0,780 
60 0,369 0,089 0,204 
66 0,071 0,148 0,310 
72 0,145 0,207 0,439 
78 0,209 0,193 0,306 
84 0,334 - - 
108 0,306 - - 
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Tab. 26: Celková koncentrace proteinů v médiu, aktivita a specifická aktivita lipázy v médiu 
při použití slunečnicového oleje 
Čas (h) Celkový protein (g/l) Aktivita (nkat) Specifická aktivita (nkat/mg) 
6 0,434 0,593 1,366 
12 0,286 0,444 1,557 
18 0,506 0,444 0,879 
24 0,439 0,395 0,900 
30 0,347 0,346 0,997 
36 0,394 0,346 0,877 
42 0,331 0,296 0,896 
48 0,407 0,247 0,606 
54 0,407 0,346 0,850 
60 0,432 0,395 0,915 
66 0,334 0,346 1,036 
72 0,444 0,049 0,111 
78 0,431 0,099 0,229 
84 0,487 0,395 0,812 
108 0,474 0,395 0,833 
 
Tab. 27: Celková koncentrace proteinů v médiu, aktivita a specifická aktivita lipázy v médiu 
při použití řepkového oleje 
Čas (h) Celkový protein (g/l) Aktivita (nkat) Specifická aktivita (nkat/mg) 
6 0,383 0,489 1,276 
12 0,188 0,459 2,443 
18 0,350 0,430 1,229 
24 0,282 0,356 1,261 
30 0,327 0,400 1,222 
36 0,335 0,400 1,194 
42 0,419 0,756 1,805 
48 0,317 0,607 1,917 
54 0,570 0,430 0,753 
60 0,309 0,326 1,054 
66 0,412 0,548 1,330 
72 0,565 0,859 1,521 
78 0,417 0,341 0,817 
84 0,295 0,341 1,154 
108 0,423 0,400 0,945 
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Graf 23: Specifická aktivita lipázy v médiu Ralstonia eutropha pro jednotlivé oleje 
 
Při měření celkové koncentrace proteinů a esteráz bylo vycházeno z předpokladu, že 
bakterie uvolňuje do média extracelulární enzymy proto, aby byla schopná rozložit olej na 
mastné kyseliny a glycerol, které slouží jako zdroj uhlíku. 
Z naměřených hodnot vyplívá, že celková koncentrace proteinů v médiu u jednotlivých 
olejů mírně rostla. Největší koncentrace proteinů byla v odpadním řepkovém oleji z menzy. 
Nejnižší koncentrace proteinů byla v řepkovém oleji. Vyšší koncentrace proteinů byly 
naměřeny v odpadních olejích, což ukazuje na to, že tyto oleje obsahují další složky 
dostávající se do oleje během smažení, což může být také příčinou vyšších výtěžků biomasy 
dosažených při kultivaci na odpadních olejích. 
Z naměřených hodnot pro aktivitu esterázy vyplívá, že hodnoty specifické aktivity esteráz 
u všech olejů klesají s časem. V tomto experimentu byl jako substrát použit ester obsahující 
jako mastnou kyselinu kyselinu octovou (4-nitrofenyl acetát). Je pravděpodobné, že pro 
studium aktivity lipáz by bylo vhodnější zvolit jako substrát ester delší mastné kyseliny, který 
by více odpovídal substrátové specifitě lipáz. 
5.5 Studium vlivu přídavku potenciálních prekurzorů 3HV na složení PHA  
 
Cílem experimentu bylo zjistit, který prekurzor je vhodné přidat do média k produkci 
kopolymeru P(3HB-co-3HV). Jako prekurzory byly testovány následující látky: methanol, 
ethanol, propanol, propionát sodný a valerát sodný. Jako zdroj uhlíku byl použit odpadní 
řepkový olej z menzy. Provedení experimentu bylo popsáno v kap 4.10.4. 
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Tab. 28: Obsah PHA v biomase a složení výsledného PHA při použití různých prekurzorů 
v 84. hodině kultivace 
Prekurzor Čas (h) Biomasa (g/l) PHA (%) PHA (g/l) 3HB (%) (3HV %) 
Methanol 1% 
24 12,09 ± 0,77  68,85 ± 1,57 8,32 ± 0,19 100 0 
48 10,48 ± 0,44 49,45 ± 4,36 5,18 ± 0,46 100 0 
60 10,30 ± 0,45 64,74 ± 1,34 6,67 ± 0,14 100 0 
Ethanol 1% 
24 13,03 ± 0,48 79,70 ± 6,29 10,39 ± 0,82 100 0 
48 12,25 ± 0,73 67,03 ± 1,87 8,21 ± 0,23 100 0 
60 10,13 ± 1,28 53,74 ± 0,19 5,44 ± 0,02 100 0 
Propanol 1% 
24 14,68 ± 0,33 79,74 ± 4,59 11,71 ± 0,67 91 9 
48 12,74 ± 0,93 61,10 ± 5,84 7,78 ± 0,74 97 3 
60 11,34 ± 0,16 62,76 ± 3,27 7,12 ± 0,37 97 3 
Propionát 5 g/l 
24 14,08 ± 0,34 51,81 ± 0,58 7,30 ± 0,08 87 13 
48 10,13 ± 0,65 52,70 ± 0,75 5,34 ± 0,08 96 4 
60 8,09 ± 0,29 47,75 ± 0,14 3,86 ± 0,01 99 1 
Valerát 5 g/l 
24 12,72 ± 0,77 54,33 ± 1,63 6,91 ± 0,21 71 29 
48 13,21 ± 0,24 50,58 ± 5,33 6,68 ± 0,70 75 25 
60 12,13 ± 1,47 53,18 ± 1,57 6,45 ± 0,19 82 18 
 Kontrola 11,17 ± 0,60 53,17 ± 4,68 5,92 ± 0,39 100 0 
 
 
Graf 24: Množství biomasy Ralstonia eutropha a PHA při použití různých prekurzorů v 84. 
hodině kultivace 
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Graf 25: Obsah PHA v biomase Ralstonia eutropha při použití různých prekurzorů v 84. 
hodině kultivace 
 
 
Graf 26: Složení PHA produkovaných v Ralstonia eutropha při použití různých prekurzorů 
v 84. hodině kultivace 
 
Při použití methanolu jako prekurzoru pro přípravu P(3HB-co-3HV) nebyl do struktury 
P3HB zabudován žádný 3HV. Zdá se, že methanol přidaný ve 24. hodině fungoval jako 
stresový faktor, který způsobil navýšení koncentrace biomasy i P3HB v porovnání 
s kontrolou. Je také možné, že methanol také napomáhal rozpuštění oleje ve vodě a tím 
zpřístupňoval substrát působení bakteriální kultury. To by vysvětlovalo podporu růstu 
biomasy při aplikaci methanolu v první fázi kultivace. Podobný efekt, tedy navýšení výtěžků 
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biomasy, byl pozorován také u dalších alkoholů (ethanol, propanol). Pokud byl methanol 
přidán v pozdějších časech, došlo k inhibici jak růstu biomasy, tak produkce P3HB. 
 Ethanol obsahující sudý počet uhlíků nebyl studován jako potenciální prekurzor 3HV, ale 
spíše jako stresový faktor účinně navyšující produkci P3HB u Ralstonia eutropha při kultivaci 
na cukerném substrátu [66]. Ethanol je v buňkách metabolizován oxidací, kdy konečným 
produkcem je acetyl-CoA, tedy klíčový substrát biosyntézy P3HB. Navíc dochází v průběhu 
metabolizace ethanolu k tvorbě redukovaných koenzymů NAD(P)H, které mírně inhibují 
Krebsův cyklus, čímž navyšují tok acetyl-CoA do P3HB biosyntetické dráhy [66]. Při přidání 
ethanolu ve 24. a 48. hodině kultivace došlo k významnému nárůstu biomasy i P3HB, kdy 
celkový výtěžek P3HB byl téměř 2x vyšší při porovnání s kontrolní kultivací. Při přidání 
ethanolu v 60. hodině byla produkce biomasy a P3HB nižší než kontrolní kultivace. 
Při použití propanolu jako prekurzoru pro přípravu P(3HB-co-3HV) byl do struktury 
P3HB zabudován 3HV. Při využití propanolu jako stresového faktoru bylo ve všech 
případech dosaženo vyšší koncentrace biomasy a PHA v porovnání s kontrolní kultivací. 
Propanol byl vhodným prekurzorem pro přípravu P(3HB-co-3HV). Největší koncentrace 
3HV (9%) bylo dosaženo přidáním propanolu ve 24. hodině. Vlastnosti takto vyrobeného 
polymeru byly podobné jako vlastnosti P(3HB-co-3HV) 90:10 uvedené v tab. 3 (str 12). 
Především roztažnost polymeru byla oproti P3HB značně zlepšena. Přidání propanolu ve 24 
hodině by bylo pro laboratorní i průmyslovou výrobu nejvýhodnější z důvodu velkého 
množství produkovaného PHA (téměř dvojnásobné proti kontrole). Zároveň by byl 
produkován polymer s výhodnějšími fyzikálními vlastnostmi. 
Využití propionátu pro produkci P(3HV-co-3HV) bylo popsáno již dříve [12]. Množství 
biomasy bylo ve všech kultivacích nižší než v kontrolní kultivaci. Množství PHA bylo vyšší 
než v kontrolní kultivaci pouze ve 24. hodině přidání propionátu. Nejvyšší koncentrace 3HV 
(13%) bylo dosaženo přidáním propionátu ve 24. hodině. Propionát je pro produkci směsného 
kopolymeru P(3HB-co-3HV) velmi vhodný, není však dosahováno tak vysokých výtěžků 
jako při použití  propanolu. 
Využití valerátu pro produkci P(3HV-co-3HV) bylo také popsáno dříve [18]. Množství 
biomasy i PHA bylo ve všech kultivacích vyšší než v kontrolní kultivaci. Při použití valerátu 
pro produkci P(3HB-co-3HV) bylo dosahováno nejvyšších koncentrací 3HV v kopolymeru. 
Největší koncentrace 3HV (29%) bylo dosaženo při přidání valerátu ve 24 hodině. 
Srovnáním efektu všech testovaných prekurzorů bylo zjištěno, že nejvýhodnějším 
prekurzorem byl propanol. Bylo dosahováno velmi vysokých výtěžků biomasy a PHA, 
protože propanol zároveň fungoval jako stresový faktor a množství zabudovaného 3HV bylo 
dostačující na produkci PHA požadovaných fyzikálních vlastností. 
Použitím valerátu bylo také dosahováno vysokých koncentrací biomasy a PHA a množství 
zabudovaného 3HV bylo vysoké. Nebylo však dosahováno tak vysokých koncentrací PHA, 
což činí použití valerátu méně výhodným. Použití propionátu nebylo při produkci P(3HB-co-
3HV) dosahováno příliš vysokých koncentrací biomasy ani PHA. Množství zabudovaného 
3HV nebylo také příliš vysoké. Toto činí použití propionátu méně vhodným. 
Použití methanolu a ethanolu je pro produkci P(3HB-co-3HV) naprosto nevhodné. Lze 
jich však využít jako stresových faktorů při produkci P3HB. 
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6 ZÁVĚR 
Předložená práce byla zaměřená na studium produkce bioplastu PHA bakterií Ralstonia 
eutropha s využitím různých typů substrátů na bázi olejů včetně odpadních substrátů. Cílem 
práce bylo nalézt takový substrát, který by byl pro výrobu PHA ekonomicky výhodný. 
V teoretické části byly shrnuty základní informace o jednotlivých typech  PHA, 
produkčních kmenech a možnostech kultivace bakterie Ralstonia europha na různých typech 
substrátů. Také zde byla probrána biosyntéza PHA s popisem nejdůležitějších enzymů 
účastnících se hlavních kroků biosyntézy. 
V praktické části byla studována produkce PHA bakterií Ralstonia eutropha kultivovanou 
na různých rostlinných olejích, včetně využití odpadních olejů z různých zdrojů (restaurace, 
domácnosti, potravinářské podniky). Také byla studována inkorporace vybraných prekurzorů 
za účelem řízené produkce kopolymerů. 
Při studiu vlivu koncentrace oleje na produkci P3HB bylo nejvyšších výtěžků biomasy i 
P3HB dosaženo při použití oleje v množství 20 g/l média. Toto množství bylo pak používáno 
ve všech následujících kultivačních experimentech. 
Při studiu produkce P3HB na vybraných typech olejů byly použity jak čisté rostlinné 
oleje, tak i odpadní oleje. Produkce P3HB byla nejvyšší při použití odpadních olejů. 
Nejvyšších výtěžků bylo dosaženo při použití odpadního řepkového oleje z menzy, kdy bylo 
v 70. hodině kultivace dosaženo produkce biomasy 12,77 g/l, přičemž P3HB tvořil 60,22% 
obsahu biomasy. Použitím čistých rostlinných olejů bylo dosaženo nižších výtěžků. Při studiu 
závislosti množství biomasy a P3HB na složení olejů bylo zjištěno, že při použití olejů 
obsahujících velké množství kyseliny linolové (kukuřičný olej, slunečnicový olej, vinný olej) 
bylo dosaženo vyšších výtěžků než při použití olejů obsahujících velké množství kyseliny 
olejové (olivový olej, sojový olej, řepkový olej). 
Při studiu růstových charakteristik bakterie Ralstonia eutropha kultivované na vybraných 
olejích bylo zjišťováno, v jakém čase kultivace je produkce P3HB nejvyšší. Zároveň byly 
sledovány další důležité charakteristiky biotechnologického procesu v závislosti na čase: 
koncentrace (NH4)2SO4 v médiu, koncentrace oleje v médiu, koncentrace proteinů v médiu a 
stanovení specifické aktivity extracelulárních esteráz. Nejvyšších výtěžků biomasy a PHB 
bylo dosaženo při použití řepkového oleje a odpadního řepkového oleje z menzy v 84. hodině. 
Jelikož cena odpadního oleje je mnohem nižší než cena čistého oleje, bylo by 
z ekonomického hlediska mnohem výhodnější využít odpadní řepkový olej. Při použití tohoto 
substrátu získaného z menzy o koncentraci 20 g/l v médiu bylo dosaženo produkce biomasy 
13,32 g/l, přičemž P3HB tvořil 58,63%. 
Při studiu vlivu přídavku potenciálních prekurzorů 3HV do média Ralstonia eutropha 
s odpadním olejem bylo nejvyšších výtěžků dosaženo aplikací 1% propanolu ve 24. hodině, 
kdy došlo k navýšení výtěžku PHA o 97%. Vniklý PHA obsahoval 91% 3HB a 9 % 3-
hydroxyvalerátu. Propanol zároveň fungoval jako stresový faktor. Je možné, že propanol také 
napomáhal rozpuštění oleje ve vodě a tím zpřístupňoval substrát působení bakteriální kultury. 
Použitím dalších prekuzrorů nebylo dosaženo tak vysokých výtěžků biomasy ani PHA. 
Z výsledků všech provedených studií vyplívá, že nejvyšších koncentrací biomasy a P3HB 
bylo dosahováno použitím odpadních olejů. Použití odpadních olejů je současně ekonomicky 
i ekologicky výhodné řešení. Cena takto vyrobeného P3HB se může pohybovat okolo 20 
Kč/kg, což je cena srovnatelná s polypropylenem. Pokud bychom k odpadnímu oleji při 
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kultivaci navíc přidali 1% propanol, došlo by navíc k navýšení výtěžku o téměř 100%. 
Zároveň by byl produkován polymer P(3HB-co-3HV) s výhodnějšími fyzikálními 
vlastnostmi. Přidáním propanolu do média během kultivace bychom tak docílili dalšího 
zlevnění výsledného produkovaného PHA a také významnému zlepšení mechanických 
vlastností vyrobeného materiálu. 
Využití kombinace odpadních substrátů, stresových faktorů a přídavku prekurzorů je 
velmi slibnou a perspektivní strategií pro snížení ceny bioplastů a tím potenciální rozšíření 
jejich aplikace do všech oblastí života. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
PHA    Polyhydroxyalkanoát 
P3HB    Poly(R-3-hydroxybutyrát) 
P(3HB-co-3HV)  Poly(3-hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerát) 
P(3HB-co-4HB)  Poly(3-hydroxybutyrát-co4-hydroxybutyrát) 
P4HB    Poly-4-hydroxybutyrát 
SCL PHA   Short-chain-length PHA 
MCL PHA   Medium-chain-lenght PHA 
1H NMR   Protonová nukleární magnetická rezonance 
PP
    
Polypropylen 
3HB    3-hydroxybutyrát 
3HV    3-hydroxyvalerát 
4HB    4-hydroxybutyrát 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
